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1 Abstract%
The!expression!of!human!leucocyte!antigen:G!(HLA:G)!in!trophoblasts!plays!a!crucial!!role!in!the!
achievement!of!a!successful!pregnancy.!HLA:G!is!believed!to!possess!an!immune!modulating!effect!which!
protects!the!fetus!from!being!attacked!by!the!mother's!immune!system.!Simultaneously!HLA:G!is!important!
for!formation!of!blood!supply!to!the!placenta!as!it!increases!the!angiogenic:!and!invasive!abilities!of!
trophoblasts.!Decreased!expression!of!HLA:G!is!associated!with!several!complications!during!pregnancy!
amongst!others!pre:eclampsia.!Besides!trophoblasts!HLA:G!is!also!known!to!be!expressed!on!tumor!cells.!
HLA:G!is!believed!to!play!a!negative!part!in!terms!of!solid!tumors!as!the!tumor!cells,!like!the!trophoblasts,!
avoid!attack!by!the!cells!of!the!immune!system.!
In!this!study!in'vitro!investigation!of!how!to!knockdown!the!expression!of!HLA:G!is!performed.!For!this!
purpose!we!utilize!a!method!of!siRNA!(purchased!from!GenePharma,!China)!targeting!exon!5/6!on!the!HLA:
G!gene.!The!method!is!designed!with!the!purpose!of!performing!future!functional!studies!of!HLA:G!on!the!
JEG:3!cell!line!used!for!research!at!Klinisk'Biokemisk'afdeling!at!Roskilde!Hospital.!The!JEG:3!cell!line!
consists!of!cells!derived!from!choriocarcinoma,!which!are!known!to!have!a!high!expression!of!HLA:G!and!
are!used!as!a!model!of!trophoblasts.!The!RNAi!method!is!performed!with!concentrations!of!1,!5,!10!and!
100nM!HLA:G!siRNA.!Lipofectamine!2000!is!used!to!chemically!perforate!the!cells.!We!applied!flow!
cytometry!to!detect!the!expression!of!HLA:G.!Data!from!the!experiment!was!presented!as!the!mean!of!
Median!Fluorescence:Intensity!(MFI)!!SD!and!were!analyzed!for!statistical!significance!using!a!ratio!
paired!t!test.!The!confidence!interval!was!set!to!95%!and!thus!a!p:value!<!0.05!was!considered!statistically!
significant.!!
We!found!that!it!is!possible!to!knockdown!the!expression!of!HLA:G,!by!the!use!of!siRNA,!on!the!JEG:3!cell!
line!used!for!research!at!Klinisk'Biokemisk'afdeling!at!Roskilde!Hospital.!The!utilized!HLA:G!siRNA!proved!to!
be!most!effective!in!knocking!down!the!expression!of!HLA:G!when!used!at!a!concentration!of!10nM.!At!this!
concentration!we!achieved!a!knockdown!of!the!percentage!of!expression!of!HLA:G!down!to!38%.!!
!
!
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2 Resume%
Ekspressionen!af!det!Humane!Leukocyt:Antigen:G!(HLA:G)!på!trofoblastceller!spiller!en!afgørende!rolle!for!
at!opnå!en!succesfuld!graviditet.!HLA:G!menes!at!have!en!immunmodulerende!effekt,!der!beskytter!
fosteret!mod!angreb!fra!moderens!immunsystem.!Samtidig!er!HLA:G!vigtig!for!dannelsen!af!blodforsyning!i!
placenta,!idet!det!øger!trofoblastcellernes!angionetiske!og!invasive!evne.!Nedsat!ekspression!af!HLA:G!
sættes!i!forbindelse!med!flere!graviditetskomplikationer,!heriblandt!præeklampsi.!Udover!trofoblastceller!
ses!HLA:G!også!udtrykt!på!cancerceller.!Ved!solide!tumorer!menes!HLA:G!at!spille!en!negativ!rolle,!idet!
cancercellerne,!ligesom!trofoblastcellerne,!undgår!angreb!fra!immunsystemets!celler.!!
I!dette!studie!undersøges!in'vitro'hvordan!ekspressionen!af!HLA:G!kan!nedsættes.!Til!dette!anvendes!en!
metode!(RNA!Interference!:!RNAi)!med!siRNA!(købt!hos!GenePharma,!Kina)!rettet!mod!exon!5/6!på!HLA:G.!
Metoden!udvikles!med!det!formål!at!udføre!fremtidige!funktionelle!undersøgelser!af!HLA:G!på!den!JEG:3!
cellelinie,!der!anvendes!til!forskning!på!Klinisk!Biokemisk!afdeling!på!Roskilde!Sygehus.!JEG:3:cellelinien!er!
celler!fra!choriocancer,!der!vides!at!have!en!høj!ekspression!af!HLA:G!og!bruges!som!en!model!for!
trofoblastceller.!RNAi:metoden!er!udført!med!koncentrationer!på!1,!5,!10,!og!100nM!HLA:G!siRNA.!
Lipofectamine!2000!anvendes!til!kemisk!perforering!af!cellerne.!Vi!anvendte!flowcytometri!til!detektion!af!
ekspressionen!af!HLA:G.!Data!fra!forsøget!blev!præsenteret!som!gennemsnittet!(mean)!af!Median!
Fluorescens:Intensitet!(MFI)!!SD,!og!blev!analyseret!for!statistisk!signifikans!med!en!ratio!parret!t:test.!
Konfidensintervallet!blev!sat!til!95%,!og!dermed!blev!en!p:værdi!<!0,05!vurderet!som!statistisk!signifikant.!
Vi!fandt,!at!det!er!muligt!at!nedregulere!ekspressionen!af!HLA:G!med!siRNA!på!den!JEG:3:cellelinie,!der!
anvendes!til!forskning!på!Klinisk!Biokemisk!afdeling!på!Roskilde!Sygehus.!Den!anvendte!HLA:G!siRNA!viste!
sig!at!være!mest!virksomt!til!‘knockdown’!af!ekspressionen!af!HLA:G,!når!den!blev!anvendt!i!en!
koncentration!på!10nM.!Ved!denne!koncentration!opnåede!vi!en!nedregulering!af!den!procentvise!
ekspression!af!HLA:G!til!38%.!
! %
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3 Indledning%
Den!føto:matenelle!berøringsflade!er!meget!afgørende!for!udvikling!af!immuntolerans!hos!moderen!og!
dermed!en!sund!graviditet.!I!ni!måneder!skal!moderens!immunforsvar!tolerere!det!semi:allogene!foster,!
hvilket!i!sig!selv!efterlader!forskningen!med!et!paradoks.!Dette!paradoks!blev!først!belyst!i!1950’erne!af!
Peter!Medawar,!hvis!arbejde!med!hudtransplantationer!dannede!grundlag!for!en!antagelse!af,!at!tre!
faktorer!bidrager!til!fænomenet.!Det!anatomiske!forhold!mellem!moder!og!foster,!de!dæmpede!antigene!
egenskaber!hos!fosteret!og!den!immunologiske!tolerans!fra!moderens!immunsystem!(Hsu!&!Nanan,!2014).!
Sidstnævnte!immuntolerans!menes!især!at!være!en!forudsætning!for!en!sund!graviditet,!der!defineres!som!
en!graviditet!uden!komplikationer.!Manglende!immuntolerans!hos!moderen!kan!føre!til!
graviditetskomplikationer!såsom!præeklampsi.!Præeklampsi!er!en!lidelse,!der!påvirker!3:5%!af!alle!
graviditeter.!Det!foregår!i!placenta!og!forårsager!adskillige!maternelle!og!føtale!problemer.!I!værste!tilfælde!
påvirkes!den!maternelle!og!den!perinatale!overlevelse.!Præeklampsi!er!defineret!som!et!syndrom,!
indeholdende!et!mønster!af!kliniske!symptomer!og!oprinder!sandsynligvis!af!forskellige!årsager,!såvel!som!
det!diagnosticeres!ud!fra!forskellige!kliniske!fund.!Karakteristika!!ved!sygdommen!er!hypertension,!
proteinuri!og!ødemer.!I!Danmark!opdages!sygdommen!tidligt,!da!størstedelen!af!alle!gravide!går!til!
undersøgelser!hos!jordemoder!(Redman!&!Sargent,!2010;!“Sundhedsguiden.dk!:!Svangerskabsforgiftning!
(Præeklampsi!og!Eklampsi),”!n.d.).!
En!anden!stor!udfordring!ved!etablering!af!den!føto:maternelle!interaktion!i!graviditeten!er,!at!fosteret!må!
invadere!moderens!immunsystem.!Embryone!trofoblastceller!invaderer!de!uterine!spiralarterier,!og!sikrer!
en!tilstrækkeligt!blodgennemstrømning!til!placenta!ved,!at!foretage!vaskulær!remodellering!af!vævet.!
Studier!viser,!at!utilstrækkelig!invasion!af!trofoblastcellerne!formentlig!kan!bidrage!til!
graviditetskomplikationer!blandt!andet!præeklampsi.!Trofoblastcellernes!egenskaber!indebærer!
ekspressionen!af!HLA:G,!der!spiller!en!afgørende!rolle!i!mødet!med!blandt!andre!Natural!Killer:celler,!
immunceller,!hvis!cytotoxicitet!og!cytokinproduktion!hæmmes!ved!tilstedeværelsen!af!HLA:G!(Carreiras,!
Montagnani,!&!Layrisse,!2002;!X.!Liu,!Gu,!&!Li,!2013).!
JEG:3:celler!ligner!trofoblastceller!i!ekspressionen!af!HLA:G,!og!anvendes!derfor!som!en!model!for,!hvad!
der!foregår!i!den!føto:maternelle!berøringsflade.!Her!menes!ekspressionen!af!HLA:G!at!spille!en!afgørende!
rolle!for,!hvorvidt!en!graviditet!gennemføres!med!eller!uden!komplikationer.!Adskillige!studier!
sammenkæder!forekomsten!af!–!eller!mangel!på!HLA:G,!med!præeklampsi!(X.!Liu!et!al.,!2013).!
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Maligne!tumorer,!primærtumorer!såvel!som!metastaser,!ses!at!undslippe!immunsystemet!når!HLA:G:
proteiner!er!tilstede.!HLA:G!har!i!denne!sammenhæng!en!effekt!på!de!hæmmende!receptorer,!som!har!en!
anticancer:effekt!på!cellerne.!Jo!større!ekspression!af!HLA:G,!desto!større!mulighed!for!ekspansion!har!
tumoren!(Rouas:Freiss,!Moreau,!Lemaoult,!&!Carosella,!2014).!HLA:G!synes!at!spille!enten!en!positiv!rolle!
når!det!gælder!graviditet,!men!en!tilsvarende!negativ!rolle,!hvis!fokus!ligger!på!cancer.!
3.1 Problemformulering%
Hvorledes!kan!siRNA!anvendes!til!‘knockdown’!af!ekspressionen!af!HLA:G!på!JEG:3:celler? 
: Hvilke!faktorer!har!betydning!for!optimering!af!denne!metode?!
: Hvordan!kan!knockdown!af!HLA:G!anvendes!til!fremtidige!studier?!
! %
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4 Del%I%
4.1 Immunologi%
Kroppens!immunsystem!er!et!kompliceret!system!af!celler!og!mekanismer,!der!arbejder!sammen!om!og!
specialiseres!til!at!bekæmpe!bestemte!patogener.!Immunsystemet!aktiveres,!når!en!organisme!trænger!ind!
i!kroppen!og!ikke!har!genkendelige!overfladeproteiner!på!overfladen,!hvilket!gør!den!fremmed!for!kroppen!
(Wood,!2006).!Den!fremmede!organismes!indtrængen!vil!i!første!omgang!aktivere!det!innate!immunsystem!
og!efterfølgende!det!adaptive!immunsystem.!For!det!meste!er!immunsystemet!involveret!i!at!bekæmpe!
infektiøse!mikroorganismer,!men!kan!også!spille!en!afgørende!rolle!ved!bekæmpelsen!af!visse!tumorer.!
Ved!transplantationer!må!man!tage!forholdsregler,!da!immunsystemet!kan!være!skyld!i!afstødning!af!væv!
eller!organ!(Sompayrac,!2008;!Wood,!2006).!Samtidig!er!det!yderst!vigtigt,!at!immunsystemet!kan!skelne!
mellem!fremmede!organismer!og!kroppens!egne!celler,!hvor!blandt!andet!overfladeproteiner!som!Humant!
Leukocyt:Antigen!(HLA)!har!en!afgørende!rolle!i!(Lydyard,!Whelan,!&!Fanger,!2000).!
4.1.1 Det%innate%immunsystem%
Det!umiddelbare!respons!ved!invadering!af!en!fremmed!organisme!er!det!innate!immunsystem,!som!er!
uspecialiseret!og!giver!første!respons.!Følgende!celler!udgør!det!innate!immunsystem:!makrofager,!
neutrofile!granulocytter,!Natural!Killer!Cells!(NK:celler)!og!dendritceller.!Denne!del!af!immunsystemet!
kaldes!’innate’!fordi!cellerne!allerede!er!tilstede!i!kroppen!inden!invadering!af!fremmede!organismer!
(Wood,!2006).!
4.1.2 NKMceller%
En!vigtig!medspiller!i!det!innate!immunforsvar!er!NK:celler,!som!udgør!1:5%!af!de!hvide!blodlegemer.!Disse!
celler!arbejder!sammen!med!blandt!andre!makrofager!om!at!bekæmpe!kroppens!egne!celler,!der!er!blevet!
inficeret!med!f.eks.!en!virus.!Makrofager!udsender!et!signalstof,!cytokinet!Interleukin:12!(IL:12),!hvilket!
stimulerer!NK:cellerne!til!at!udskille!Interferon:gamma!(IFN:γ),!som!igen!virker!som!aktivator!for!
makrofager.!Denne!cyklus!er!et!effektivt!forsvar!mod!virusinficerede!celler!eller!visse!cancerceller!(Wood,!
2006).!Når!NK:cellen!møder!uinficerede!celler!udløses!der!et!negativt!signal!ved!bindingen!mellem!NK:
cellens!receptorer,!de!såkaldte!Killer!Inhibitory!Receptors!(KIRs)!og!Major!Histocompatibility!Complex!
(MHC)!klasse!I:molekyler!(HLA!hos!mennesket),!som!forhindrer!NK:cellen!i!at!dræbe!normale!celler.!MHC!
klasse!I:molekyler!præsenteres!på!langt!de!fleste!celler!i!kroppen!(Lydyard!et!al.,!2000).!KIR!er!en!
forkortelse!af!(eng.)!Killer!Inhibitory!Receptor,!modsat!KAR;!(eng.)!Killer!Activatory!Receptors,!som!er!med!
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til!at!initiere!cytotoxiske!molekyler,!udskilt!af!NK:cellen.!NK:celler!er!lymfocytter,!men!er!dog!en!del!af!det!
innate!immunforsvar,!modsat!de!andre!lymfocytter!(Lydyard!et!al.,!2000).!
4.1.3 Det%adaptive%immunsystem%
Det!adaptive!immunsystem!består!af!B:lymfocytter,!T:lymfocytter,!lymfoide!organer!og!væv.!B:!og!T:
lymfocytterne!har!samme!morfologi,!men!agerer!forskelligt.!
B:lymfocytter!produceres!i!knoglemarven!og!migrerer!derefter!til!lymfoide!væv,!hvor!de!reagerer!på!
fremmede!antigener.!På!membranoverfladen!udtrykker!de!antistoffer,!der!fungerer!som!receptorer!for!
antigener.!Aktivering!sker!ved!binding!til!antigen!og!med!hjælp!fra!T:lymfocytter,!hvor!de!proliferer!og!
modner!til!hukommelsesceller.!Såfremt!de!reintroduceres!for!det!samme!antigen!bliver!de!til!plasmaceller,!
der!producerer!og!udskiller!antistoffer!magen!til!dem!udtrykt!på!overfladen!af!B:cellen!(Lydyard!et!al.,!
2000;!Sompayrac,!2008).!
T:lymfocytter!modnes!i!thymus,!hvoraf!nogle!bliver!til!specifikke!T:celler!og!migrerer!til!lymfoide!organer!og!
væv.!Andre!bliver!til!T:hjælperceller,!hvis!funktion!er!at!yde!hjælp!til!B:cell:differentiering!og!:vækst.!T:
hjælperceller!udtrykker!CD4:molekyler!på!overfladen!(CD!=!’Cluster!of!Differentation’).!CD4:molekyler!
genkender!proteinsekvenser!(epitoper)!på!antigenpræsenterende!cellers!MHC!klasse!II:proteiner,!efter!at!
den!antigenpræsenterende!celle!har!nedbrudt!antigenet!og!derefter!koblet!små!proteinmolekyler,!peptider,!
på!MHC:proteinet!(eng.!Major!Histocompatibility!Complex).!Hos!mennesket!kaldes!MHC!for!HLA!(Humant!
Leukocyt:Antigener).!Antigenpræsenterende!(eng.!APCs)!celler!er!primært!dendritceller,!makrofager!og!B:
lymfocytter.!De!antigenpræsenterende!celler!kan!også!præsenterer!peptider!på!MHC!klasse!I:molekyler,!
der!genkendes!af!CD8:T:cellerne.!Både!CD4:!og!CD8:T:celler!har!T:celle:receptorer!(TcR),!som!er!selve!
receptoren!og!bindingsstedet!for!MHC:molekylerne!(Wood,!2011).!
Der!findes!primært!tre!slags!lymfocytter,!hvoraf!NK:cellerne!agerer!som!en!del!af!det!innate!immunsystem.!
B:!og!T:lymfocytter!er!de!andre!to!typer,!der!kendetegnes!ved!hukommelse!og!speicifcitet!(Lydyard!et!al.,!
2000;!Wood,!2006).!
4.1.4 Immunsystemets%tolerans%under%graviditet%
Graviditeten!hos!en!kvinde!er!en!stor!udfordring!for!immunsystemet.!Moderens!tolerans!over!for!et!foster!
er!en!forudsætning!for!en!normal!og!succesfuld!graviditet.!I!hele!ni!måneder!skal!immunsystemet!udvise!
denne!tolerans!over!for!en!semi:allogen!organisme,!som!et!foster!repræsenterer.!Fosteret!er!semi:allogent,!
eftersom!halvdelen!af!dets!gener!stammer!fra!faderen.!Fosteret!er!potentielt!i!fare!for!at!blive!identificeret!
som!fremmed!og!derved!angrebet!af!moderens!immunsystem.!Dette!immunologiske!paradoks!blev!
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allerede!belyst!i!1950’erne!og!forståelsen!af!det!er!stadig!langtfra!opnået!(Hsu!&!Nanan,!2014;!Lydyard!et!
al.,!2000).!Flere!bud!på!mekanismerne!bag!immuntolerans!er!dog,!at!klassiske!HLA:molekyler!på!fosterets!
trofoblastceller!ikke!udtrykkes!der,!hvor!fosteret!er!i!nærkontakt!med!moderens!immunforsvar.!Samtidig!er!
de!non:klassiske!HLA:molekyler!med!til!at!undertrykke!NK:cellernes!aktivitet!i!decidua!(Hsu!&!Nanan,!2014;!
Lydyard!et!al.,!2000).!
4.1.5 Deciduale%dendritceller%
Deciduale!dendritceller!er!også!mistænkt!for!at!spille!en!rolle!i!denne!immuntolerans,!men!har!vist!sig!at!
være!teknisk!svære!at!isolere,!og!det!er!derved!svært!at!få!entydige!svar!på,!hvorvidt!de!har!en!indflydelse!
eller!ikke!(Hsu!&!Nanan,!2014).!Dendritceller!arbejder!i!grænsefladen!mellem!det!innate!og!det!adaptive!
immunforsvar,!idet!de!genkender!mikroorganismers!antigener!gennem!deres!innate!receptorer,!men!
samtidig!er!i!stand!til!at!præsentere!peptidantigen!til!T:cellerne!(Lydyard!et!al.,!2000).!Studier!har!vist,!at!
deciduale!dendritceller!i!mus!er!vigtige!for!initieringen!af!graviditeten,!samt!vedligeholdelse!af!
immuntolerans!(Plaks!et!al.,!2008).!Hvorvidt!disse!resultater!kan!overføres!til!mennesker!vides!ikke!(Hsu!&!
Nanan,!2014).!
4.2 Humant%LeukocytMAntigen%
Humant!Leukocyt:Antigen!(HLA)!er!betegnelsen!for!den!humane!version!af!Major!Histocompatability!
Complex!(MHC).!HLA!er!placeret!på!den!korte!arm!af!kromosom!6!og!kan!opdeles!i!klasse!I,!II!og!III.!Klasse!II!
er!tættest!på!centromeren,!herefter!kommer!klasse!III,!mens!klasse!I!er!tættest!på!den!korte!arms!telomer.!
!
Figur'431:'HLA3regionen'er'lokaliseret'på'den'korte'arm'af'kromosom'6,'og'hører'til'de'non3klassiske'HLA'klasse'I3gener'(Ib)'(Mehra!
&!Kaur,!2003)%
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HLA!klasse!I:!og!II:generne!koder!for!celleoverflade:glykoproteiner,!hvis!primære!funktion!er!antigen:
præsentation!for!CD8+!T:celler.!Klasse!I!opdeles!igen!i!to!klasser!betegnet!henholdsvis!klasse!Ia!og!Ib.!Klasse!
Ia!kaldes!også!for!de!klassiske!HLA!klasse!I:gener!og!består!af!HLA:A,!HLA:B!og!HLA:C,!som!alle!er!meget!
polymorfe!gener.!Klasse!Ib!kaldes!også!for!de!non:klassiske!HLA!klasse!I:gener!og!består!af!HLA:E,!HLA:G!og!
HLA:F.!Klasse!Ib:generne!er!langt!mindre!polymorfe!end!klasse!Ia:generne!(Dahl!&!Hviid,!2012;!Mehra!&!
Kaur,!2003).!
Klasse!Ia:generne!udtrykkes!på!overfalden!af!alle!kerneholdige!celler!på!nær!trofoblastceller,!der!kun!i!lav!
grad!udtrykker!HLA:C.!!Da!klasse!Ia:genernes!rolle!er!at!præsentere!fremmede!antigener!for!T:celler,!med!
det!formål!at!starte!et!immunrespons,!menes!netop!fraværet!af!klasse!Ia:gener!i!placenta!at!danne!et!
immunpriviligeret!miljø,!hvor!et!foster!kan!udvikles!uden!at!det!maternelle!immunforsvar!bekæmper!de!
fremmede!paternelle!gener.!Klasse!Ib:generne!udtrykkes!til!gengæld!alle!sammen!på!netop!trofoblastceller,!
og!menes!derfor!direkte!at!spille!en!rolle!i!opretholdelsen!af!det!immunprivilegerede!miljø!under!graviditet!
(Dahl!&!Hviid,!2012;!Roussev!&!Coulam,!2007a).!!
4.2.1 HLAMG%
HLA:G!ligner!de!klassiske!HLA!klasse!Ia:gener!med!dets!sammensætning!af!introns!og!exons,!men!adskiller!
sig!ved!i!promoter:delen!at!mangle!et!interferon:responselement.!Interferoner!frigives!normalt!af!celler!
som!respons!på!et!ukendt!patogen,!hvorved!de!nærliggende!celler!alarmeres!til!at!starte!et!immunrespons.!
Det!manglende!interferon:responselement!på!HLA:G!kan!måske!være!en!årsag!til,!at!HLA:G!findes!i!
immunpriviligerede!områder!som!den!maternelle:føtale!interaktionsflade!(Dahl!&!Hviid,!2012;!Roussev!&!
Coulam,!2007a;!Wood,!2011).!!
HLA:G!mentes!tidligere!kun!at!være!udtrykt!i!væv!omkring!den!maternelle:føtale!interaktionsflade,!men!er!
også!fundet!i!thymus!(skjoldbruskkirtlen),!pancreas!(bugspytkirtlen)!og!cornea!(hornhinden)!–!væv!der!også!
beskrives!som!immunpriviligerede!områder!(Cai!et!al.,!2012;!Dahl!&!Hviid,!2012).!!
HLA:G!findes!i!syv!forskellige!isoformer,!hvor!HLA:G1,!:G2,!:G3!og!:G4!er!membranbundne!proteiner,!mens!
HLA:G5,!:G6!og!:G7!er!opløselige!former!af!HLA:G1,!:G2!og!:G2!respektivt!(Roussev!&!Coulam,!2007a).!
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!
Figur'432:'Isotyper'af'HLA3G,'hvoraf'HLA3G1'til'34'er'membranbundne'og'HLA3G5'til'37'er'opløselige.'Isotyperne'er'konsekvensen'af'
den'alternative'’splicing’'af'primær'mRNA.'Figuren'viser'hvilke'exons'de'forskellige'isotyper'af'HLA3G'indeholder'eller'mangler'
(Donadi!et!al.,!2011).'
!
4.2.2 HLAMG%og%graviditet%
HLA:G!udtrykkes!på!trofoblastceller,!der!stammer!fra!fosteret!og!fungerer!som!ligand!for!flere!cellulære!
receptorer!der!findes!i!både!immun:!og!non:immun!involverede!maternelle!celler.!HLA:G!kan!ved!binding!
af!disse!receptorer!stimulere!både!hæmmende!og!aktiverende!signaler!i!deciduale!CD8+!T:celler,!CD4+!T:
celler,!NK:celler,!makrofager,!dendritter!og!endothelceller.!HLA:G!hindrer!udskillelsen!af!cytotoksiner!fra!
NK:celler,!hæmmer!proliferation!af!CD8+!og!CD4+!T:celler!samt!B:celler,!og!inducerer!apoptosis!i!aktiverede!
CD8+!T:celler.!Dette!er!med!til!at!forhindre,!at!det!maternelle!immunforsvar!bekæmper!de!fremmede!
paternelle!gener!i!det!tidlige!foster.!HLA:G!inducerer!også!udskillelsen!af!angiogenetiske!faktorer!fra!NK:
celler!og!makrofager,!hvormed!placenta!kan!udvikle!sig,!hvilket!er!essentielt!for!opretholdelsen!af!en!
graviditet!(Le!Bouteiller,!2015;!Roussev!&!Coulam,!2007a).!
Man!har!identificeret!flere!forskellige!slags!trofoblastceller,!som!er!tilstede!i!det!tidlige!stadie!af!human!
graviditet.!Disse!omfatter!villøse!og!ekstravilløse!cytotrofoblastceller.!To!lag!af!villøse!trofoblastceller!
dækker!villi!i!chorion,!som!er!den!ydre!del!af!fosterhinden!og!en!del!af!placenta,!og!danner!overgangen!
mellem!maternel!og!føtal!blodudveksling.!Inderst!på!basalmembranen!er!et!lag!af!villøse!
cytotrofoblastceller,!mens!det!ydre!lag!består!af!syncytiotrofoblastceller!(se!Figur!6:4)!(Le!Bouteiller,!2015).!
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!
Figur'433:'Opbygningen'af'placenta'med'blodforsyning'og'celler'
anført.'
https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/'
!
Figur'434:'Placentale'villi'henholdsvis'første'trimester'og'tredje'
trimester'af'graviditeten.'
https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/'
De!villøse!trofoblastceller!kan!differentiere!til!ekstravilløse!trofoblastceller,!som!invaderer!placenta!og!
penetrerer!den!deciduale!del!af!uterus.!Dette!forankrer!placenta!til!moderen!og!øger!vaskulariteten!i!
uterus!således!at!blodforsyningen!mellem!moder!og!foster!kan!være!tilstrækkelig!under!graviditeten.!De!
ekstravilløse!cytotrofoblastceller!invaderer!maternelle!deciduale!spirale!arterier,!der!sørger!for!
blodforsyningen!til!placenta.!De!ekstravilløse!cytotrofoblastceller!remodellerer!de!spirale!arterier!ved!
blandet!andet!at!erstatte!endothelceller!i!arterierne!og!udvide!karrenes!diameter.!De!spirale!arterier!opnår!
en!uafhængighed!af!maternel!vasokonstriktion,!hvormed!en!tilstrækkelig!og!ensartet!ilttilførsel!til!fosteret!
sikres!under!graviditeten!(Goldman:Wohl!et!al.,!2000;!Le!Bouteiller,!2015;!Roussev!&!Coulam,!2007a).!
Membranbundet!HLA:G1!udtrykkes!på!overfladen!af!ekstravilløse!cytotrofoblastceller,!der!infiltrerer!den!
deciduale!basalmembran!og!chorion,!samt!migrerende!ekstravilløse!cytotrofoblastceller!der!erstatter!
endothelceller!i!de!spirale!arterier!i!uterus.!HLA:G5!er!blevet!påvist!i!villøse!cytotrofoblastceller,!mens!HLA:
G2!og!HLA:G6!er!fundet!i!ekstravilløse!cytotrofoblastceller!(Dahl!&!Hviid,!2012;!Le!Bouteiller,!2015)!
Funktionen!af!de!forskellige!isoformer!af!HLA:G!er!bredt!omdiskuteret,!men!kun!få!kendes!med!sikkerhed.!
Det!er!påvist,!at!opløseligt!HLA:G5!kan!inducere!apoptosis!af!aktiverede!CD8+!T:celler.!Dette!kunne!tyde!på!
at!være!årsagen!til!den!sparsomme!udbredelse!af!CD8+!T:celler!i!den!deciduale!basalmembran,!som!er!
observeret!i!første!trimester!af!graviditeten.!Det!er!også!påvist,!at!HLA:G5!hæmmer!genkendelsen!
af!”fremmed”!og!”selv”!(allogenkendelse)!ved!at!reducere!proliferationen!af!både!CD8+!og!CD4+!T:celler.!På!
denne!måde!udviser!opløseligt!HLA:G5!en!immunsupprimerende!effekt!på!både!deciduale!CD8+!og!CD4+!T:
celler!samt!aktiverede!T:celler.!HLA:G5!menes!også!at!inducere!produktionen!af!IL:4!fra!T:celler,!et!cytokin!
som!er!blevet!stærkt!associeret!med!succesfuld!graviditet!(Le!Bouteiller,!2015).!Binding!af!membranbundne!
HLA:G:isoformer!til!LILRB1!i!en!specifik!undergruppe!af!NK:celler,!nemlig!de!deciduale!NK:celler!(dNK),!har!
vist!at!hæmme!deres!cytotoksicitet!samt!øge!udskillelse!af!de!pro:inflammatoriske!og!–angiogenetiske!
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faktorer!IL:6,!IL:8,!og!TNFα.!Binding!af!opløselige!HLA:G:isoformer!med!KIR2DL4!på!dNK:celler!kan!inducere!
sekretionen!af!de!samme!pro:inflammatoriske!og!–angiogenetiske!faktorer!(IL:6,!IL:8,!og!TNFα),!der!er!
nødvendige!for!den!vaskulære!remodellering!og!vækst!i!uterus!i!starten!af!en!graviditet.!Dette!er!dog!kun!
påvist!in'vitro!(Dahl!&!Hviid,!2012;!Le!Bouteiller,!2015;!Roussev!&!Coulam,!2007a).!!
HLA:G1!og!den!opløselige!form!HLA:G5!er!fuldlængde:isofomer!af!HLA:G,!mens!de!andre!isoformer!er!
kortere!(Rebmann,!da!Silva!Nardi,!Wagner,!&!Horn,!2014).!Det!diskuteres,!hvorvidt!andre!isoformer!af!HLA:
G!i!mangel!af!HLA:G1!og!G5!kan!overtage!deres!funktioner.!Nogle!in'vitro:studier!med!transfekterede!
cellelinier!tyder!på!dette!(Dahl!&!Hviid,!2012)!
HLA:G!ser!ud!til!at!have!flere!funktioner!i!opretholdelsen!af!den!humane!graviditet.!Hvor!man!tidligere!
mente,!at!funktionen!af!HLA:G!primært!var!at!forhindre!allogenkendelse,!samt!at!beskytte!mod!udskillelsen!
af!cytotoksiner!fra!NK:celler,!mener!man!nu,!at!HLA:G!nærmere!virker!som!et!immunmodulerende!
molekyle!der!står!bag!en!”kemisk!dialog”!mellem!moder!og!foster!ved!at!inducere!sekretionen!af!visse!
cytokiner!og!nedregulere!frigivelsen!af!andre!cytokiner!(Roussev!&!Coulam,!2007a).!!
4.2.3 HLAMG%og%cancer%
Hvor!HLA:Gs!immunmodulerende!egenskaber!er!vigtige!ved!implantation,!så!afstødning!af!fosteret!undgås,!
er!dets!tilstedeværelse!i!og!omkring!tumorceller!langt!mere!kompliceret.!Der!findes!mange!teorier!og!
sandsynligvis!også!flere!årsager!til,!hvordan!tumorceller!undgår!apoptose.!En!af!årsagerne!kan!være!HLA:G!
udtrykt!på!tumorcellen.!Såfremt!en!tumorcelle!udtrykker!HLA:G!må!det!være!nærliggende!at!formode,!at!
den!på!samme!måde,!som!når!en!trofoblastcelle!udtrykker!HLA:G,!virker!modulerende!på!de!nærliggende!
immunceller.!HLA:G!er!blevet!påvist!i!både!primære!tumorer!og!metastaser!samt!maligne!celler!i!effusioner.!
Man!har!fundet,!at!HLA:G!udtrykkes!på!primære!tumorer!ved!høj!histologisk!graduering!samt!fremskredent!
klinisk!stadie.!Påvisning!af!HLA:G!i!biopsier!er!blevet!stærkt!associeret!med!dårlig!prognose.!Det!samme!er!
et!højt!niveau!af!opløseligt!sHLA:G!målt!i!plasma!fra!cancerpatienter.!Disse!resultater!tyder!på,!at!HLA:G!
spiller!en!rolle!i!progressionen!af!mange!cancerforløb!(Rouas:Freiss!et!al.,!2014).!!!
Sammenhængen!mellem!cancerudvikling!og!immunforsvarets!reaktion!er,!som!så!mange!andre!reaktioner!i!
kroppen,!en!kaskade!af!reaktioner.!En!teori,!udviklet!i!midten!af!det!20.!århundrede,!kaldet!
(eng.)!’immunosurveillance’!går!ud!på,!at!en!af!lymfocytternes!roller!er!at!overvåge!de!andre!celler!og!
eliminere!eventuelt!transformerede!celler,!således!at!værten!beskyttes!mod!cancer.!I!dag!mener!man!
at!’immunosurveillance’!er!en!del!af!en!større!proces!kaldes!(eng.)!’immunoediting’.!’Immunoediting’!
opdeles!i!tre!faser:!(eng.)!’elimination’,!’equilibrium’!og!’escape’!(Kim,!Emi,!&!Tanabe,!2007).!!
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Da!HLA:G!kan!hæmme!proliferationen!af!både!T:!og!B:celler!samt!NK:cellernes!cytotoksiske!aktivitet,!kan!
dette!nedregulere!effekten!af!eliminationsfasen,!hvor!tumorceller!genkendes!som!værende!”fremmede”!og!
dermed!patogene.!HLA:G!udtrykt!på!tumorceller!kan!derfor!være!årsag!til!at!disse!undgår!et!immunrespons.!
I!equilibriumsfasen!udvikles!tumorceller,!der!er!resistente!overfor!immunforsvarets!celler,!og!i!den!sidste!
fase!ses!tumorceller!uden!de!molekyler,!som!er!nødvendige!for!immunforsvarets!allogenkendelse.!Disse!
tumorceller!udtrykker!ofte!kun!HLA:G!på!overfladen,!hvilket!er!med!til!at!generere!et!hurtigt!voksende!
tumormiljø!qua!HLA:G’s!invasive:!og!angiogenetiske!funktion.!HLA:G’s!immunmodulerende!egenskaber!kan!
altså!forstyrre!alle!tre!faser!i!’immunoediting’,!og!det!er!påvist,!at!HLA:G+!tumorceller!kan!vokse!i!en!ellers!
immunkompetent!vært.!Det!er!samtidig!også!påvist,!at!blokering!af!HLA:G’s!funktioner!kan!hæmme!
tumorudviklingen.!Dette!gør!’knockdown’!af!HLA:G!til!et!muligt!værktøj!i!bekæmpelsen!af!tumorudvikling!
(Kim!et!al.,!2007;!Rouas:Freiss!et!al.,!2014).!
HLA:G!har!dog!vist!sig!ikke!altid!at!have!en!negativ!rolle,!når!det!kommer!til!maligne!tilstande.!I!
modsætningen!til!associationen!mellem!HLA:G!udtrykt!på!solide!tumorer!og!en!negativ!prognose,!findes!
der!intet,!der!tyder!på!samme!korrelation,!når!det!drejer!sig!om!hæmatologiske!maligne!sygdomme.!
Årsagen!hertil!er!endnu!ikke!endelig!klarlagt,!men!en!teori!går!ud!på,!at!da!de!maligne!celler!i!maligne!
hæmatologiske!tilstande!kan!udtrykke!HLA:G:receptorer,!så!kan!HLA:G!hæmme!proliferationen!af!netop!
disse!maligne!celler.!In'vitro:forsøg!har!vist,!at!HLA:G!kan!hæmme!proliferationen!af!humane!B:celle:
lymfomer,!myelomer!og!leukæmier,!såfremt!cellen!udtrykker!ILT2:receptoren!på!overfladen.!Dette!sker!ved!
at!stoppe!cellens!cyklus!mellem!G0!og!G1.!Ligeledes!er!det!påvist,!at!såfremt!HLA:G!eller!ILT2:receptoren!
bliver!blokeret,!så!genoptager!B:cellerne!deres!proliferation.!Denne!blokering!kan!foretages!både!med!
specifikt!antistof!samt!siRNA.!Da!både!T:celler,!NK:celler!og!monocytter,!på!samme!vis!som!B:celler,!
udtrykker!HLA:G:receptorer!er!det!rimeligt!at!antage,!at!HLA:G!har!samme!effekt!på!proliferationen!af!disse!
celler!og!dermed!samme!positive!effekt!på!udviklingen!af!maligne!hæmatologiske!tilstande!der!involverer!
disse!celletyper!(Rouas:Freiss!et!al.,!2014).!
Da!det!er!blevet!foreslået,!at!HLA:G!kan!bruges!som!en!negativ!prognostisk!markør!i!solide!tumorer,!så!kan!
man!omvendt!forestille!sig,!at!HLA:G!også!kan!bruges!som!en!prognostisk!positiv!markør!ved!maligne!
hæmatologiske!tilstande.!På!baggrund!af!HLA:G’s!funktionelle!egenskaber!kan!blokering!af!HLA:G!vise!sig!at!
være!nyttig,!specielt!i!tidlige!stadier,!af!solide!tumorer,!hvorved!værten!selv,!via!’immunoediting’,!kan!
bekæmpe!udviklingen!af!tumorcellerne.!Omvendt!kan!en!blokering!af!HLA:G,!hvis!de!maligne!celler!er!HLA:
G:positive!lymfocytter,!være!katastrofal!for!udviklingen!af!sygdommen,!og!her!vil!det!derfor!kunne!være!
fordelagtigt,!at!man!kan!øge!udtrykket!af!HLA:G!på!netop!disse!celler!(Rouas:Freiss!et!al.,!2014).!
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4.3 Graviditetskomplikationer%
Graviditetskomplikationer!kan!dække!over!en!række!gener!og!sygdomstilstande,!som!kun!ses!ved,!og!er!
direkte!forårsaget!af!en!kvindes!graviditet.!På!trods!af!den!direkte!kobling!til!graviditet!kan!flere!af!disse!
graviditetskomplikationer!dog!have!kronisk!negativ!virkning!på!både!moderen!og!barnets!helbredstilstand!
og!der!kan!senere!i!livet!opstå!følgesygdomme!på!baggrund!af!visse!graviditetskomplikationer.!Listen!over!
graviditetskomplikationer!er!lang!og!de!mest!alment!kendte!er!kvalme,!opkastning,!bækkenbundsløsning,!
rhesusreaktion!hos!fosteret,!graviditetsdiabetes!og!præeklampsi!(Impey!&!Child,!2012).!
4.3.1 Præeklampsi%
Præeklampsi!er!den!medicinske!betegnelse!for!en!tilstand,!der!på!dansk!bedre!er!kendt!som!
svangerskabsforgiftning.!Præeklampsi!kan!ubehandlet!føre!til!eklampsi!der!defineres!som!præeklampsi!plus!
fødekramper!–!en!alvorlig!tilstand!der!i!sjældne!tilfælde!kan!være!livstruende!for!både!mor!og!barn.!
Præeklampsi!kan!også!føre!til!leverruptur,!slagtilfælde,!lungeødem!eller!nyresvigt!–!tilstande!der!alle!kan!
være!fatale.!Præeklampsi!øger!risikoen!for!fødselsdepression!og!sænker!generelt!helbredstilstanden!efter!
fødsel.!Der!er!fundet!en!stærk!sammenhæng!mellem!præeklampsi!og!senere!udvikling!af!kardio:vaskulære!
sygdomme!hos!moderen!(Cirillo!&!Cohn,!2015).!Præeklampsi!forbindes!også!med!nedsat!vækst!af!fosteret!
samt!for!tidlig!fødsel!–!enten!spontant!eller!induceret!af!hensyn!til!enten!moderens!eller!barnets!helbred.!
Børn!født!af!mødre,!der!har!lidt!af!præeklampsi,!har!på!grund!af!for!tidlig!fødsel!eller!hæmmet!vækst!under!
graviditeten!en!forøget!risiko!for!bronkopulmonal!dysplasi!(Hansen,!Barnés,!Folkman,!&!McElrath,!2010),!
en!kronisk!lungesygdom,!som!igen!kan!afføde!andre!følgesygdomme!og!lungekomplikationer,!samt!spastisk!
lammelse!(Mol!et!al.,!2015;!Trønnes,!Wilcox,!Lie,!Markestad,!&!Moster,!2014).!!
På!verdensplan!rammer!præeklampsi!3:5%!af!alle!graviditeter,!og!er!en!af!de!mest!udbredte!årsager!til!
maternel!og!perinatal!morbidetet!og!mortalitet!(McCombs,!2011;!Mol!et!al.,!2015).!Årsagen!til!præeklampsi!
er!uklar,!men!der!er!fundet!associationer!til!specifikke!genvarianter!involveret!i!blandt!andet!trombofili,!
inflammation!og!oxidativt!stress.!!Interaktion!mellem!maternelle!genvarianter!og!gener!der!koder!for!føtalt!
HLA:C!er!påvist!at!disponere!for!præeklampsi!hos!specifikke!populationer,!hvilket!tyder!på!at!et!svækket!
immunsystem!spiller!en!rolle!i!udviklingen!af!præeklampsi!(Mol!et!al.,!2015).!!
Præeklampsi!blev!tidligere!defineret!som!forhøjet!blodtryk!efter!20.!uges!graviditet!(>140!mm!Hg!systolisk!
og!>90!mm!Hg!diastolisk)!sammen!med!protein!i!urinen!(>300!mg/dag).!I!2014!blev!kriterierne!redefineret!
af!ISSHP!(the!International!Society!for!the!Study!of!Hypertension!in!Pregnancy),!således!at!præeklampsi!nu!
opdeles!i!to!kategorier!–!med!og!uden!tilstedeværelsen!af!protein!i!urinen.!Såfremt!der!ikke!findes!protein!i!
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urinen!skal!et!af!følgende!andre!symptomer!være!tilstede!for!at!stille!diagnosen:!maternel!nyreinsufficiens,!
leverinvolvering,!neurologiske!eller!hæmatologiske!komplikationer,!uteroplacental!dysfunktion!eller!
hæmmet!vækst!af!fosteret!(Mol!et!al.,!2015).!!!!!
Der!findes!flere!forebyggelsesmetoder!til!præeklampsi,!men!er!tilstanden!først!opstået,!kan!den!kun!
kureres!ved!forløsning!af!fosteret!og!moderkagen!(Mol!et!al.,!2015).!!
4.3.2 Graviditetskomplikationer%og%HLAMG%
HLA:G!spiller!en!vigtig!rolle!i!implantation!og!opretholdelse!af!graviditet,!derfor!er!det!også!nærliggende!at!
mistænke!problemer!med!HLA:G!ved!komplikationer!i!forbindelse!med!graviditet.!Flere!studier!har!påvist!at!
bestemte!polymorfier!af!HLA:G!er!associeret!med!abortus'habitualis!–!gentagne!ufrivillige!aborter.!HLA:G!
er!relativt!lidt!polymorft!i!dets!kodende!region,!men!flere!af!allelerne!ser!ud!til!at!øge!risikoen!for!abortus'
habitualis.!Det!drejer!sig!blandt!andet!om!nul:allelen!G*0105N,!som!ikke!koder!for!hverken!funktionelt!
HLA:G1!eller!HLA:G5.!Der!er!også!fundet!polymorfier!i!den!5’:opstrøms!regulatoriske!region!af!HLA:G.!
Varianten!:725G!er!i!et!studie!af!Roussev!og!Coulam!fundet!at!have!en!sammenhæng!med!abortus!
habitualis.!Graden!hvorved!:725G!promoter:polymorfien!forøger!risikoen!for!abortus!habitualis!afhænger!
dog!af,!hvorvidt!én!eller!begge!partnere!er!heterozygote!for!polymorfien.!Samme!gruppe!målte!også!
niveauet!af!opløseligt!sHLA:G!i!dyrkningsmediet!fra!embryoner!til!in'vitro!fertilisering.!Her!fandt!de!at!en!
koncentration!af!sHLA:G!<!2U/mL!resulterede!i!0%!graviditetsrate!mens!sHLA:G!≥!2U/mL!gav!en!
graviditetsrate!på!65%!succes!(Roussev!&!Coulam,!2007b).!Abortus!habitualis!er!også!blevet!associeret!med!
14bp!ins/del!polymorfien!i!den!3’!utranslaterede!region!af!HLA:G.!+14bp:polymorfien!medfører!en!
alternativ!splejsning!af!mRNA,!hvilket!påvirker!ekspressionsniveauet!af!HLA:G,!og!der!er!påvist!en!stærk!
association!mellem!+14bp!og!et!nedsat!niveau!af!sHLA:G!i!blodet!(Djurisic,!Teiblum,!Tolstrup,!Christiansen,!
&!Hviid,!2014;!Hviid,!Hylenius,!Lindhard,!&!Christiansen,!2004;!Rousseau!et!al.,!2003;!Roussev!&!Coulam,!
2007a).!
4.3.3 Præeklampsi%og%HLAMG%
Med!få!undtagelser!udtrykkes!HLA:G!normalt!kun!i!voksne!mennesker!ved!graviditet!og!patogene!tilstande.!
Der!forskes!i!hvorvidt!niveauet!af!sHLA:G!i!blodet,!ved!graviditet,!kan!bruges!som!en!markør!og!indikator!
for!invasionen!af!cytotrofoblastceller!og!dermed!sundhedstilstanden!af!den!føto:maternelle!berøringsflade.!
Dette!er!dog!på!nuværende!tidspunkt!ikke!bevist.!Man!har!målt!et!nedsat!niveau!af!sHLA:G!i!maternel!
serum!i!kvinder!med!præeklampsi,!men!desværre!har!et!forsøg!af!Biyik!i!2013!ikke!kunne!påvise!en!
statistisk!signifikant!forskel!i!niveauet!af!sHLA:G!i!første!trimester!gravide!til!forudsigelse!af!højrisiko:
grupper!for!præeklampsi.!Ved!efterfølgende!histologisk!undersøgelser!af!placenta!fra!kvinder!med!
!! 19!
præeklampsi,!er!der!blevet!påvist!en!kraftig!nedsat!cytotrofoblast:invasion!samt!tilsvarende!nedsat!
ekspression!af!HLA:G!i!vævet.!Årsagen!til!denne!manglende!invasion!af!trofoblastceller!mistænkes!at!være!
en!unormal!immunologisk!reaktion!mod!fosteret.!Da!præeklampsi!oftere!ses!ved!førstegangsgraviditeter,!
samt!graviditet!med!ny!partner,!tyder!dette!på!en!immunologisk!reaktion!mod!paternelle!antigener.!Om!
årsagen!til!denne!immunologiske!reaktion!skyldes!et!manglende!eller!lavt!udtryk!af!HLA:G!i!embryonet!er!
ikke!blevet!påvist,!men!der!forskes!blandt!andet!i!niveauet!af!sHLA:G!målt!i!sædvæske,!for!at!finde!en!mulig!
forklaring!(Bıyık,!2014;!Dahl!&!Hviid,!2012;!Goldman:Wohl!et!al.,!2000;!Roussev!&!Coulam,!2007a).!
4.4 Genetik%
Hippokrates!og!Aristoteles!fra!det!gamle!Grækenland!mente,!at!de!menneskelige!karaktertræk,!som!
øjenfarve,!skaldethed!og!skelen!var!afhængig!af!mandens!sæd!og!derved!hans!gener.!De!mente!ydermere,!
at!en!graviditet!blev!til!ved!at!mandens!sæd!brugte!menstruationsblod!som!medie!og!livmoderen!som!
inkubator!(Jensen,!2006).!Så!simpelt!skulle!det!vise!sig!ikke!at!være,!men!i!dag!er!der!nu!stigende!indicier!
for!at!immunmodulerende!faktorer!i!mandens!sæd,!f.eks.!TGF:beta!og!HLA:G,!kan!have!en!betydning!for!
fertilitetssucces!og!visse!komplikationer!senere!i!graviditeten,!specielt!præeklampsi!(Robertson,!2005).!
Inden!meiosens!begyndelse!foregår!DNA:replikationen,!hvor!de!46!kromosomer!i!cellen!kopieres.!De!to!
kopier!hænger!sammen!ved!centromeret!og!hvert!kromosom!består!derfor!af!to!identiske!DNA:molekyler!
kaldet!kromatider!(Brooker,!2012).!
Celledelingen,!som!fører!til!dannelse!af!kønsceller,!kaldes!meiose!og!foregår!kun!i!kvindens!ovarier!og!i!
mandens!testes.!Delingen!af!kønskromosomer!kaldes!også!reduktionsdeling,!da!der!fra!diploide!celler!med!
46!kromosomer!(23!par)!dannes!haploide!celler!med!23!enkeltkromosomer,!et!fra!hvert!par!(Mikkelsen,!
2005).!
Alle!kønscellerne!er!forskellige,!grundet!den!tilfældige!fordeling!af!kromosomer!og!af!den!tilfældige!
overkrydsning,!der!sker!efter!DNA:replikationen.!De!er!ligeså!forskellige!i!forhold!til,!hvilke!maternelle!og!
paternelle!kromosomsegmenter!de!indeholder!(Mikkelsen,!2005).!Dette!kaldes!den!genetiske!variation,!
som!er!forskelligheder!i!den!genetiske!sammensætning!af!DNA!(Brooker,!2012).!
4.4.1 ‘Small%Interfering%RNA%–%RNA%Interfering’%(RNAi)%teknik%
’Small!Interfering!RNA’!(siRNA)!er!et!20:25!nukleotid!langt!dobbeltstrenget!RNA:molekyle!med!
phosphoryleret!5’:ende!og!en!hydroxyleret!3’:ende.!siRNA!intervenerer!med!RNA!’interference!pathway’!
(RNAi),!hvor!det!forstyrrer!genekspressionen!ved!at!hybridisere!til!komplementær!mRNA!molekyler.!Dette!
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forårsager!mRNA!nedbrydning!og!suppression!af!genekspressionen!af!et!bestemt!gen.!Processen,!hvorved!
siRNA!laves!ud!fra!mRNA,!foregår!i!cellen!ved!hjælp!af!et!enzym!kaldet!en!Dicer,!som!er!et!
endonukleaseenzym,!der!anvender!lange!dobbeltstrengede!RNA!eller!RNA!’hairpins’!til!dette.!Til!in'vitro!
forsøg!fremstilles!syntetiske!RNA:sekvenser,!som!tilføres!cellerne!via!en!metode!kaldt!transfektion!(Cheng,!
Magdaleno,!&!Vlassov,!2011).!
Design!og!valg!af!siRNA:sekvens,!målprotein,!valg!af!tranfektionsreagens!eller!–teknik!og!optimering!af!
protokol!til!arbejde!med!siRNA!er!alle!faktorer,!der!har!indflydelse!på!omfanget!af!et!‘knockdown’!(Cheng!
et!al.,!2011).!
!
Figur'435:'De'forskellige'muligheder'for'optimering'af'transfektionsassay.'Her'kan'reguleres'på'valg'af'reagens,'
transfektionsmetoden,'herunder'hvorvidt'der'anvendes'kemisk,'elektroporation'eller'anvendelse'af'en'vektor,'reagensmængde,'
celledensiteten'i'brøndene,'behandlingstid'med'reagens,'mængde'siRNA'og'inkuberingstider'osv.(Cheng!et!al.,!2011).'
Princippet!for!siRNA:teknikken!er!følgende:!
1. Syntetisk!fremstillet!siRNA!induceres!direkte!i!cellen.!
Kan!også!foregå!ved!at!dobbeltstrenget!RNA!(dsRNA)!indføres!i!cellen,!enten!ved!hjælp!af!short%oligo%
siRNA!eller!et!DNA:plasmid,!hvorfra!siRNA!kan!transkriberes.!Dicer:enzymet!i!cellen!spalter!dsRNA!til!21!
nt!dsRNA!(siRNA).!En!dicer!er!et!endonuklease!enzym,!der!kan!spalte!dobbeltstrenget!RNA!(dsRNA)!til!
siRNA!(Sun,!Han,!Chen,!&!Yao,!2008).!
2. siRNA!integreres!i!‘RNA!Induced!Silencing!Complex’!(RISC).!
3. Inde!i!RISC:komplekset!undergår!dsRNA!separation!af!strengene.!Antisense:strengen!hybridiserer!
til!det!komplementære!mål:RNA!i!cellen.!
4. Nukleaser!inde!i!det!aktiverede!RISC:kompleks!nedbryder!mål:mRNA.!
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5. Det!fragmenterede!mRNA!kan!ikke!længere!translateres!til!protein.!Dette!medfører,!at!proteinet!
ikke!kan!udtrykkes,!hvilket!resulterer!i!’knockdown’!af!proteinet!(Wengenmayer,!Poehlmann,!&!
Markert,!2004).!
!
Figur'436:'Mekanismen'bag'RNAi.'Inde'i'cellen'klippes'lange'dsRNA3molekyler'til'mindre'stykker'(siRNA)'af'Dicer3komplekset.'
Alternativt'kan'syntetisk'fremstillet'siRNA'induceres'i'cellen'ved'hjælp'af'peroforerende'reagens.'siRNA'inkorporeres'i'RISC3
komplekset,'som'er'et'multi3protein'indeholdende'et'nuklease3enzym,'hvorefter'RISC3komplekset'med'det'inkorporerede'siRNA'
binder'det'komplementære'mål3mRNA,'hvilket'derefter'nedbrydes.'I'sidste'ende'fører'denne'kaskade'til'manglende'
proteinekspression'(Guzman:Aranguez,!Loma,!&!Pintor,!2013).'
4.4.2 JegM3Mceller%
For!at!udføre'in'vitro3forsøg!med!at!lukke!ned!for!et!gen,!er!det!nødvendigt,!at!udvælge!sig!celler,!der!
repræsenterer!cellerne!i!decidua.!Choriocancercellerne!JEG:3!fås!til!in'vitro:forsøg!og!har!mange!gode!
egenskaber!til!netop!dette.!
Choriocarcinoma:celler!(JEG:3:celler)!bruges!som!trofoblastcelle:model,!vokser!forholdsvis!hurtigt!og!har!
samtidig!et!højt!udtryk!af!HLA:G!(H.!Liu!et!al.,!2013).!
Choriocarcinoma!er!en!sjælden!kræftform!og!kan!opstå!i!ovarier!og!testes,!men!er!hyppigst!gestationel,!
hvor!den!opstår!i!føtale!trofoblastceller.!Det!forekommer!i!en!ud!af!30.000!graviditeter!i!USA!og!er!relateret!
til!anormale!graviditeter.!Tumorer!veksler!lige!fra!mikroskopiske!til!store!nekrotiske!og!hæmorragiske!
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tumorer,!og!danner,!modsat!mange!tumorer,!ikke!vaskulære!forbindelser!til!omkringliggende!væv.!
Histologisk!består!tumoren!af!både!cytotrofoblastceller!og!syncytiotrofoblastceller.!Choriocarcinoma!
invaderer!primært!myometrium!og!metastaserer!oftest!til!lunger,!men!kan!også!spredes!til!hjernen,!
gastrointestinalsystemet,!leveren!eller!vagina!(Rubin!&!Reisner,!2014).!
! !
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5 Del%II%
5.1 Introduktion%
Ekspressionen!af!HLA:G!i!placenta!synes!at!spille!en!afgørende!rolle!for!den!føto:maternelle!symbiose!og!
moderens!immuntolerans!over!for!et!foster.!HLA:G!er!et!nonklassisk!klasse!I!HLA:molekyle,!der!primært!
udtrykkes!på!trofoblastceller.!HLA:G!er!karakteriseret!ved!at!have!en!immunsupprimerende!virkning,!og!
manglende!udtryk!af!genet!associeres!med!adskillige!graviditetskomplikationer,!herunder!præeklampsi.!
HLA:G:proteinerne!vides!at!interagere!med!NK:celler,!CD8+!T:celler!og!CD4+!T:celler,!og!hæmme!deres!
cytotoksiske!effekter!samt!proliferation,!hvormed!immunologisk!afstødning!af!fosteret!undgås.!
Interaktionen!med!NK:cellerne!siges!at!være!af!størst!betydning,!da!NK:cellerne!i!den!føto:maternelle!
berøringsflade!repræsenterer!størstedelen!af!alle!cellerne!på!dette!sted.!HLA:G!menes!desuden!at!være!
ansvarlig!for!trofoblastcellernes!invasive!og!angiogenetiske!funktion,!hvormed!de!infiltrerer!placenta!og!
skaber!optimale!vilkår!for!ilttilførelsen!til!placenta!og!fosteret!(Goldman:Wohl!et!al.,!2000;!X.!Liu!et!al.,!
2013;!Sun!et!al.,!2008;!Wengenmayer!et!al.,!2004).!!
Foruden!trofoblastceller!har!man!også!fundet,!at!HLA:G!udtrykkes!på!flere!cancerceller,!og!dermed!
formodes!at!spille!en!rolle!i!flere!patologiske!tilstande.!Dette!hænger!sandsynligvis!sammen!med!HLA:G’s!
evne!til!blandt!andet!at!hæmme!de!cytotoksiske!funktioner!fra!immunsystemets!lymfocytter,!hvormed!
cancercellerne!formentlig!undgår!immunforsvaret!og!nemmere!kan!proliferere!og!metastasere.!Der!er!
fundet!en!negativ!prognostisk!association!mellem!tilstedeværelsen!af!HLA:G!og!flere!solide!tumorer.!
Omvendt!ser!HLA:G!muligvis!ud!til!at!have!en!antitumor!effekt!ved!hæmatologiske!maligniteter,!hvor!
HLA:G!blokerer!receptorerne!på!de!maligne!celler!og!forhindrer!deres!proliferation!(Rouas:Freiss!et!al.,!
2014;!Wengenmayer!et!al.,!2004).!
For!at!kunne!klarlægge!de!forskellige!funktioner!af!HLA:G,!samt!hvilke!celle:celle:interaktioner!genet!spiller!
en!rolle!i,!kan!man!hæmme!udtrykket!af!HLA:G!i!in'vitro:forsøg.!Til!dette!kan!med!fordel!anvendes!en!JEG:
3:cellelinie,!der!stammer!fra!et!humant!choriocarcinom,!og!vides!at!have!et!højt!udtryk!af!HLA:G.!JEG:3:
celler!bruges!ofte!som!en!model!for!trofoblastceller.!En!mulig!metode!til!at!hæmme!udtrykket!af!HLA:G!på!
JEG:3:celler!er!RNA:interferens!(RNAi)!som!beskrevet!tidligere!i!rapporten.!Denne!metode!kan!i!princippet!
bruges!til!at!hæmme!ekspressionen!af!ethvert!kendt!protein!på!dyrkede!cellekulturer.!RNAi:metoden!
fungerer!ved!at!degradere!en!sekvens!af!proteinets!mRNA.!Små!interfererende!RNA!sekvenser!på!21:25!
nukleotider!(siRNA)!fremstilles!syntetisk,!så!de!matcher!kendte!sekvenser!i!proteinet,!hvis!udtryk!man!
ønsker!at!hæmme.!siRNA!kan!sætte!sig!på!mRNA!og!sammen!med!en!nuklease!danner!de!RNA3induced'
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silencing'complex!(RISC),!hvilket!fører!til!degradering!af!mål:mRNA’et.!Præcis!hvilken!sekvens!af!et!protein!
der!er!mest!effektfuld!at!targetere,!i!forsøget!på!at!hæmme!udtrykket!af!et!specifikt!gen,!er!svært!at!
forudsige.!Ofte!må!der!testes!flere!forskellige!sekvenser!for!at!sammenligne!effektiviteten!af!dem!(H.!Liu!et!
al.,!2013;!Wang,!Zhao,!Wang,!Gao,!&!Yao,!2013;!Wengenmayer!et!al.,!2004)!
5.2 Materialer%og%metoder%
5.2.1 Metodevalg%
Inden!det!praktiske!laboratoriearbejde!blev!opstartet!valgte!vi!at!studere!fire!artikler!med!beskrivelse!af!
HLA:G!‘knockdown’!på!Jeg:3:celler!med!small'interfering'RNA!(siRNA).!Dette!var!for!at!få!et!indblik!i!hvilke!
metoder!andre!forskere!har!brugt,!og!hvor!succesfulde!de!har!været!med!deres!resultater.!Den!valgte!
metode!til!det!nedenstående!beskrevne!forsøg!er!inspireret!af!de!fire!følgende!artikler,!samt!tidligere!
personlige!erfaringer!med!lignende!teknikker:!
• HLA3G'regulates'the'invasive'properties'of'JEG33'choriocarcinoma'cells'by'controlling'STAT3'
activation!af!X.!Liu!et!al.!(2013)!
• Proteomic'analysis'of'knock3down'HLA3G'in'invasion'of'human'trofoblast'cell'line'JEG33!af!H.!Liu!et!
al.!(2013)!
• Inhibition'of'HLA3g'Production'in'JEG33'Choriocarcinoma'Cells'by'RNA'Interference!af!Wengenmayer!
et!al.!(2004)!
• The'human'leukocyte'antigen'G'promotes'trofoblast'fusion'and'β3hCG'production'through'the'
Erk1/2'pathway'in'human'choriocarcinoma'cell'lines'af!Wang!et!al.!(2013)!
5.2.2 Cellekultur%
JEG:3:celler!blev!dyrket!i!EMEM:medium!(Appendiks!A!–!Reagenser)!tilsat!10%!føtalt!bovint!serum!(FBS)!i!
en!inkubator!med!humidificeret!atmosfære!på!5%!CO2!og!ved!37°C.!JEG:3:cellerne!er!oprindeligt!indkøbt!
hos!Sigma:Aldrich,!hvorefter!de!er!dyrket!og!fordelt!i!ampuller,!der!herefter!er!nedfrosset!og!opbevaret!i!
FBS!tilsat!10%!DMSO!i!en!tank!med!flydende!nitrogen!ved!:196°C.!Efter!optøning!blev!cellerne!udsået!i!en!
T25:flaske,!og!ved!90:100%!konfluens!blev!cellerne!delt,!og!nye!passager!dyrket!i!henholdsvis!T25:!og!T75:
flasker!(Appendiks!B!–!Dyrkning!og!deling!af!JEG:3!cellelinie).!Efter!et!par!passager!hvor!stabil!vækst!kunne!
konstateres,!blev!cellerne!sat!op!til!et!indledende!forsøg!i!en!6:brøndsbakke!med!1,2x105!celler!pr.!brønd.!!
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5.2.3 Celletransfektion%–%indledende%forsøg%
HLA:G:’knockdown’:metoderne!i!de!fire!artikler!benytter!oligonukleotider!fra!tre!forskellige!producenter,!
henholdsvis!GenePharma!(X.!Liu!et!al.,!2013),!Invitrogen!(H.!Liu!et!al.,!2013)!og!Ambion!(Wengenmayer!et!
al.,!2004!og!Wang!et!al.,!2013).!For!at!kunne!udvikle!en!optimal!protokol!for!‘knockdown’!af!HLA:G!på!JEG:
3:celler,!ønskede!vi!at!afprøve!og!sammenligne!siRNA!fra!mere!end!én!producent.!Af!økonomiske!hensyn!
valgte!vi!dog!kun!at!teste!siRNA!fra!to!af!producenterne!og!25:nt:siRNA:oligonukleotider,!rettet!mod!HLA:G!
på!exon!5/6,!samt!en!negativ!kontrol:siRNA:oligonukleotider!(herefter!kaldet!Nonsense),!der!ikke!er!rettet!
mod!nogen!sekvens!i!det!humane!genom,!blev!bestilt!hos!og!syntetiseret!af!GenePharma!Co.!Ltd.,!Shanghai,!
Kina.!Ligeså!bestilte!vi!Pre:designed!siRNA!Silencer!fra!Invitrogen!(Thermofisher,!cat.!no.!AM16708)!samt!en!
Silencer!Negative!Control!no.!1!(Thermofisher,!cat.!no.!AM4611),!men!på!grund!af!logistiske!problemer!
modtog!vi!aldrig!oligonukleotiderne!fra!Thermofisher.!Oligonukleotiderne!fra!GenePharma!blev!opløst!i!
RNAse:frit!vand!til!en!stamopløsning!på!20µM.!Herfra!blev!der!fremstillet!alikvoter!med!passende!
fortyndinger,!og!opløsningerne!blev!opbevaret!på!frys!ved!:20°C.!
!
Navn! Sekvens!af!oligonukleotider! Nukleotid!målsted!
Nonsense!siRNA! 5':UUCUCCGAACGUGUCACGUTT:3'!
Intet!
!
5':ACGUGACACGUUCGGAGAATT:3'!
HLA:G!siRNA! 5':AUGGUGGGCAGGGAAGACUGCUUCC:3'!
1071:1095!(exon!5/6)!
!! 5':GGAAGCAGUCUUCCCUGCCCACCAU:3'!
Tabel'531:'Oligonukleotidsekvenser'produceret'af'GenePharma'Co.'Ltd.,'Shanghai,'Kina'
Vi!anvender!et!oligonukleotid:produkt,!der!er!identisk!med!det!fra!X.!Liu!et!al.!(2013).!De!beskriver!til!deres!
forsøg!en!koncentration!af!siRNA!på!10nM,!men!ved!nærlæsning!af!artiklen!er!det!svært!at!gennemskue,!
om!dette!tal!er!en!slutkoncentration!efter!sammenblanding!med!de!andre!reagenser,!eller!om!siRNA’et!
tilsættes!i!denne!koncentration,!og!slutkoncentrationen!bliver!lavere.!Følgesedlen!fra!GenePharma!
anbefaler!at!produktet!anvendes!ved!en!slutkoncentration!på!1:100nM.!Wengenmayer!et!al.!(2004)!har!
testet!siRNA’et!fra!Ambion!ved!tre!forskellige!slutkoncentrationer,!henholdsvis!50nM,!100nM!og!200nM.!
De!observerede!ingen!‘knockdown’!af!HLA:G!ved!50nM,!‘knockdown’’!i!50%!af!prøverne!ved!100nM,!og!
næsten!fuldstændigt!‘knockdown’!af!HLA:G!i!100%!af!prøverne!ved!200nM.!Wang!et!al.!(2013)!beskriver!
ikke!hvilken!koncentration,!de!anvender!for!deres!siRNA,!mens!H.!Liu!et!al.!(2013)!transfekterer!med!en!
slutkoncentration!af!siRNA!på!100nM.!Ved!måling!af!proteinniveauet!opnår!X.!Liu!et!al.!(2013)!et!delvist!
!! 26!
‘knockdown’!af!HLA:G!til!ca.!40%.!Vi!ønsker!optimalt!at!opnå!et!‘knockdown’!på!100%!og!vælger!derfor!at!
teste!vores!siRNA!med!slutkoncentrationerne!10nM,!50nM,!100nM!og!200nM.!
Både!X.!Liu!et!al.!(2013),!H.!Liu!et!al.!(2013)!og!Wang!et!al.!(2013)!anvender!Lipofectamine!2000!til!kemisk!
at!perforere!cellerne!i!forbindelse!med!transfektionen,!mens!Wengenmayer!et!al.!(2004)!anvender!et!
tilsvarende!produkt!kaldet!Oligofectamine.!Wengenmayer!at!al!(2004)!og!X.!Liu!et!al.!(2013)!beskriver!at!de!
benytter!Opti:MEM!som!medie!til!transfektionen,!mens!hverken!H.!Liu!et!al.!(2013)!eller!Wang!et!al.!(2013)!
angiver!hvilket!medie!de!benytter.!Vi!vælger!herudfra!at!anvende!Lipofectamine!2000!og!Opti:MEM!til!
vores!transfektionsassay.!
JEG:3:cellerne!blev!dyrket!i!en!6:brøndsbakke!i!48!timer!til!de!var!50:70%!konfluente.!For!hver!brønd!blev!
195µL!Opti:MEM!blandet!med!5µL!Lipofectamine.!I!et!andet!rør!blev!190µL!Opti:MEM!blandet!med!10µL!
HLA:G!siRNA!med!de!respektive!koncentrationer!1µM,!5µM,!10µM,!20µM!samt!Nonsense!siRNA!2µM.!
Begge!blandinger!blev!inkuberet!5!minutter!ved!stuetemperatur.!De!to!opløsninger!blev!blandet!sammen!
og!inkuberede!yderligere!20!minutter!ved!stuetemperatur.!Imens!blev!dyrkningsmediet!suget!fra!6:
brøndsbakken,!og!cellerne!blev!vasket!to!gange!med!500µL!Opti:MEM.!Herefter!blev!der!tilsat!600µL!frisk!
Opti:MEM!til!hver!brønd!samt!400µL!af!opløsningen!med!Lipofectamine!og!siRNA.!Den!sjette!brønd!blev!
kun!tilsat!Opti:MEM!som!en!ekstra!negativ!kontrol.!Efter!5!timers!inkubation!ved!37°C.!blev!
transfektionsopløsningerne!erstattet!med!1,5mL!dyrkningsmedie!(Appendiks!C!–!Transfektionsassay).!
Inkubationstiden!på!5!timer!er!valgt!som!en!middelinkubationstid!fra!de!tre!artikler,!der!angiver!hvor!længe!
de!inkuberer!Jeg:3:cellerne!med!siRNA.!Dette!er!henholdsvis!4!timer!for!Wengenmayer!et!al.!(2004),!5!
timer!for!X.!Liu!et!al.!(2013)!og!6!timer!for!H.!Liu!et!al.!(2013).!
5.2.4 Flowcytometri%
For!at!undersøge!graden!af!nedlukning!af!HLA:G:genekspressionen!ved!hjælp!af!transfektionsassayet!valgte!
vi!at!måle!proteinniveauet!af!cellernes!HLA:G!via!flowcytometri.!Denne!specifikke!metode!er!valgt,!fordi!
Klinisk!Biokemisk!afdeling!på!Roskilde!Sygehus!har!apparaturet!til!rådighed!og!har!en!gennemtestet!metode!
til!netop!dette.!Samtidig!kan!metoden!give!nogle!forholdsvis!præcise!resultater!sammenlignet!med!for!
eksempel!et!Western!Blot.!Wengenmayer!et!al.!(2004)!og!X.!Liu!et!al.!(2013)!høster!deres!celler!henholdsvis!
36!og!48!timer!efter!transfektion,!mens!H.!Liu!et!al.!(2013)!anbefaler!at!man!venter!72!timer,!såfremt!man!
ønsker!at!påvise!effektiviteten!af!transfektionsassayet!ved!at!måle!på!protein!fremfor!mRNA.!H.!Liu!et!al.!
(2013)!er!den!gruppe,!der!umiddelbart!har!haft!størst!succes!med!at!bringe!niveauet!af!HLA:G!næsten!helt!i!
bund,!så!derfor!valgte!vi!at!følge!deres!anbefaling!på!72!timer.!!!!
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Til!hver!brønd!blev!der!tilsat!50µL!Trypsin:EDTA!0,25%,!og!cellerne!blev!inkuberet!5!minutter!ved!37°C.!
Herefter!tilsatte!vi!1mL!dyrkningsmedie!til!hver!brønd!og!resuspenderede!cellerne,!til!de!var!adskilt!
enkeltvis.!Antallet!af!celler!blev!talt!på!en!NucleoCounter®NC:200TM,!og!alikvoter!af!cellerne!på!7x105!blev!
overført!til!Flowcyt:analyseglas.!Cellerne!blev!spundet!ned!ved!300g!i!5!minutter!på!en!Rotina!380R!
centrifuge!(Hettich!Zentrifugen),!og!supernantanten!blev!hældt!fra.!Cellerne!blev!vasket!i!BD!FACS!Flow!TM!
ved!først!at!tilsætte!100µL,!spinde!cellerne!ned!igen,!hælde!supernanten!fra!og!endnu!engang!tilsætte!
100µL!FACS!Flow.!Herefter!tilsatte!vi!1µL!APC!HLA:G!(MEM:G/9)!antistof!til!hver!prøve,!og!inkuberede!dem!
i!45!minutter!ved!4°C.!En!enkelt!prøve!med!kontrol:celler!(kun!behandlet!med!medie!i!
transfektionsassayet)!blev!inkuberet!med!APC!IgG1!antistof!og!udgjorde!en!såkaldt!”isotype:kontrol”.!
Denne!prøve!blev!også!brugt!til!at!indstille!flowcytometri:apparatet.!Efter!inkubering!blev!cellerne!igen!
vasket!to!gange!med!FACS!Flow!efter!ovenstående!procedure,!og!til!sidst!blev!hver!prøve!resuspenderet!i!
200µL!FACS!Flow.!Analyserne!blev!udført!på!en!BD!FACSCanto!II!fra!BDCare!(Appendiks!D!–!Høst!og!
opsætning!til!flowcytometri).!
5.2.5 HLAMG%‘knockdown’%med%siRNA%–%triplikatforsøg%
Resultatet!af!det!indledende!forsøg!viste!at!siRNA’et!havde!haft!en!effekt!på!HLA:G,!men!at!der!ikke!
umiddelbart!kunne!observeres!nogen!nævneværdig!forskel!på!effekten!af!de!forskellige!koncentrationer!af!
siRNA.!Med!mistanke!om,!at!der!muligvis!kunne!være!tale!om!en!overmætning!med!siRNA,!besluttede!vi!
derfor!at!udføre!forsøget!igen!med!lavere!koncentrationer.!Slutkoncentrationerne!af!HLA:G!siRNA!blev!
valgt!efter!at!dække!hele!spektret!af!anbefalingerne!fra!producenten!GenePharma,!og!endte!således!på!
henholdsvis!1nM,!5nM,!10nM!og!100nM.!Slutkoncentrationen!for!Nonsense!siRNA!blev,!som!i!det!
indledende!forsøg,!20nM.!6:brøndsbakker!blev!sat!op!efter!ovenstående!forskrifter,!og!forsøget!blev!udført!
i!triplikat!for!at!opnå!statistisk!holdbare!resultater.!Ved!det!indledende!forsøg!havde!vi,!til!de!påvisningen!
via!flowcytometri,!lavet!alikvoter!med!7x105!celler.!Det!viste!sig!at!vi!mistede!en!del!celler!undervejs!i!
opsætningen!til!flowcytometri,!og!derfor!blev!det!antal!events!vi!kunne!måle!på!flowcytometriapparatet!
lavere!end!ønsket.!Ved!triplikatforsøget!valgte!vi!derfor!at!øge!antallet!af!celler!der!efter!transfektionen!
blev!skulle!”klargøres”!til!flowcytometri.!Alikvoterne!for!celler!i!triplikatforsøget!blev!derfor!mellem!1x106!
og!2x106!celler.!Antallet!af!celler!fra!de!enkelte!prøver!blev!talt!på!en!NucleoCounter®NC:200TM,!der!også!
angiver!procentdelen!af!levende!celler.!Denne!angav!en!levedygtighed!på!mellem!90%!og!98%!for!de!
respektive!prøver.!
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5.2.6 Indstilling%af%flowcytometriapparat%
5.2.7 Statistiske%analyser%
Data!fra!triplikatforsøget!blev!præsenteret!som!gennemsnittet!(mean)!af!Median!Fluorescens:Intensitet!
(MFI)!±!SD,!og!blev!analyseret!for!statistisk!signifikans!med!en!ratio!parret!t:test.!Konfidensintervallet!blev!
sat!til!95%!og!dermed!blev!en!p:værdi!<!0,05!vurderet!som!statistisk!signifikant.!!!
5.3 Resultater%
5.3.1 Nedregulering%af%HLAMG%i%JEGM3Mceller%via%siRNA%interferens%–%indledende%forsøg%
Efter!transfektion!med!HLA:G:siRNA!blev!proteinudtrykket!i!JEG:3:cellerne!bekræftet!med!flowcytometri.!
Det!indledende!forsøg!var!blot!for!at!be:!eller!afkræfte!hvorvidt!den!anvendte!sekvens!af!siRNA!havde!en!
effekt,!så!indstillingerne!på!flowcytometri:apparatet!blev!ikke!optimalt!justeret.!Flowcytometri:analyserne!
viste,!at!i!sammenligning!med!Nonsense:siRNA’et!(på!Figur!7:2A!kaldet!”Kontrol”),!var!proteinniveauet!af!
HLA:G!tydeligt!reduceret!i!JEG:3:cellerne!behandlet!med!HLA:G:siRNA.!Der!blev!derimod!ikke!observeret!
Ved!triplikatforsøget!blev!der!medtaget!en!isotypekontrol,!
hvilket!er!celler,!der!i!transfektionsassayet!er!behandlet!
med!medie!og!efterfølgende!inkuberet!med!et!
monoklonalt!antistof!(mAb)!af!typen!IgG1!(samme!isotype!
som!mAb!mod!HLA:G)!men!rettet!mod!et!non:humant!
protein.!Isotypekontrollen!blev!brugt!til!at!indstille!
flowcytometriapparatet!for!baggrundsfluorescens,!således!
at!afbildningen!for!denne!prøve!lå!yderst!til!venstre!på!
histogrammet,!der!ses!på!Figur!7:1C.!På!Figur!7:1B!hvor!
cellestørrelsen!(FSC)!afbildes!på!x:aksen,!og!granuleringen!
(SSC)!afbildes!på!y:aksen,!ser!det!ud!som!om!der!er!to!
cellepopulationer,!hvilket!kan!være!et!udtryk!for!døde!
eller!døende!celler.!Denne!mistankes!afkræftes!med!
afbildningen!der!ses!på!Figur!7:1A,!hvor!der!i!tilfældet!af!to!
separate!cellepopulationer!vil!fremkomme!to!bånd.!Der!
blev!ydermere!sat!en!gate!omkring!den!primære!
cellepopulation!på!Figur!7:1B,!hvorved!cellerester!(debris)!
blev!frasorteret!resultaterne.!
!
Figur'531:'Grafisk'afbildning'af'isotypekontrollen'via'
flowcytometri,'hvor'der'afbildes'A)'forward'scatter'
(FSC)'på'både'x3'og'y3aksen,'B)'side'scatter'(SSC)'på'
y3aksen'og'forward'scatter'på'x3aksen,'samt'C)'
histogram'med'celleantal'på'y3aksen'og'
flourescens3intensiteten'på'x3aksen.'
'
%
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nogen!nævneværdig!forskel!i!proteinudtrykket!mellem!JEG:3:cellerne!transfekteret!med!HLA:G:siRNA!i!de!
forskellige!koncentrationer!hhv.!10nM,!50nM,!100nM!og!200nM.!Dette!indikerede,!at!vores!anvendte!
sekvens!af!siRNA!var!effektfuld!på!nedregulering!af!HLA:G!i!JEG:3:cellerne,!men!at!denne!effekt!ikke!blev!
forstærket!med!en!højere!koncentration!i!transfektionsassayet.!Rådata!for!de!indledende!forsøg!findes!i!
Appendiks!E.!
! ! !
Figur'532:'Den'grafiske'afbildning'af'proteinudtrykket'via'flowcytometri'viser,'at'histogrammet'for'JEG333cellerne'transfekteret'med'
hhv.'A)'10nM'og'B)'200nM'HLA3G3siRNA'ligger'længere'til'venstre'på'grafen'sammenlignet'med'cellerne'behandlet'med'C)'
Nonsense'siRNA,'hvilket'indikerer'at'proteinudtrykket'af'HLA3G'er'nedreguleret.'
!
5.3.2 Nedregulering%af%HLAMG%i%JegM3Mceller%via%siRNAMinterferens%–%triplikatforsøg%
Resultaterne!af!triplikatforsøget,!der!er!afbildet!på!Figur!7:3,!viste!ligesom!det!indledende!forsøg,!at!
proteinniveauet!af!HLA:G!var!synligt!reduceret!i!celleprøverne,!transfekteret!med!HLA:G:siRNA,!
sammenlignet!med!de!to!negative!kontroller!behandlet!med!henholdsvis!Nonsense:siRNA!og!medie.!
Umiddelbart!synes!der,!ligesom!i!det!indledende!forsøg,!heller!ikke!her!at!være!den!store!forskel!på!
niveauet!af!nedreguleringen!af!HLA:G!på!JEG:3:cellerne!behandlet!med!forskellige!koncentrationer!af!
HLA:G:siRNA.!Rådata!for!triplikatforsøget!forsøg!findes!i!Appendiks!F.!
'
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Figur'533:'De'grafiske'afbildninger'fra'målingen'via'flowcytometri,'der'viser'ekspressionen'af'HLA3G'på'proteinniveau'på'JEG333celler'
der'i'transfektionsassayet'er'behandlet'med'henholdsvis'A)'1nM'HLA3G3siRNA,'B)'5nM'HLA3G3siRNA,'C)'10nM'HLA3G3siRNA,'D)'
100nM'HLA3G3siRNA,'E)'20nM'Nonsense3siRNA'og'F)'Medie.'
!
Vi!udførte!som!nævnt!forsøget!som!et!triplikatforsøg!og!Median!Fluorescens:Intensitet!(MFI):værdierne!for!
samtlige!prøver!er!angivet!i!Tabel!7:1.!Desuden!fandt!vi!MFI:værdien!for!isotypekontrollen,!som!var!462.!
Antallet!af!events,!der!blev!registreret!for!de!enkelte!prøver,!lå!for!langt!de!flestes!tilfælde!på!100.000.!Tre!
prøver!lå!under!med!det!laveste!antal!registrerede!events!på!64.586.!!
HLA:G!siRNA!1nM! HLA:G!siRNA!5nM! HLA:G!siRNA!10nM! HLA:G!siRNA!100nM! Nonsense!siRNA!20nM! Medie!
10654! 6389! 5889! 6100! 15873! 9984!
7725! 6010! 5500! 5929! 13421! 10819!
8873! 6398! 4719! 6311! 11106! 11476!
Tabel'532:'Median'Fluorescens3Intensitet'(MFI)3værdier'af'flowcytometri3målingerne'af'ekspressionen'af'HLA3G'på'JEG333celler.'
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!
Vi!udførte!vores!forsøg!med!to!negative!kontroller,!henholdsvis!Nonsense:siRNA!og!medie,!der!blev!brugt!
til!at!verificere!effektiviteten!af!siRNA:molekylerne!rettet!mod!HLA:G.!I!den!efterfølgende!datahandling!har!
vi!valgt!kun!at!sammenholde!MFI:værdierne!for!JEG:3:cellerne!transfekteret!med!de!forskellige!
koncentrationer!af!HLA:G:siRNA!med!MFI:værdierne!for!Nonsense:siRNA.!Først!har!vi!dog!sammenholdt!
MFI:værdierne!for!Nonsense:siRNA!med!MFI:værdierne!for!JEG:3:cellerne!behandlet!med!medie,!for!at!
tjekke!hvorvidt!der!er!forskel!på!disse.!Resultatet,!der!er!afbilledet!på!Figur!7:4A!viser,!at!MFI:værdierne!for!
JEG:3:celler!behandlet!med!henholdsvis!Nonsense:siRNA!og!medie!ikke!er!signifikant!forskellige,!angivet!
med!en!p:værdi!på!0,272!(ratio!parret!t:test).!Resultatet!af!flowcytometri:analyserne!viser,!at!
proteinniveauet!for!HLA:G!er!tydeligt!reduceret!i!JEG:3:cellerne!behandlet!med!HLA:G:siRNA!sammenlignet!
med!cellerne!behandlet!med!Nonsense:siRNA.!p:værdierne!er!henholdsvis!0,054!for!HLA:G:siRNA!1nM,!
0,019!for!HLA:G!siRNA:5nM,!0,002!for!HLA:G:siRNA!10nM!og!0,021!for!HLA:G:siRNA!100nM,!og!er!dermed!
alle!enten!statistisk!signifikante!eller!borderline!signifikante.!Den!procentvis!reduktion!af!HLA:G,!udregnet!i!
forhold!til!cellerne!behandlet!med!Nonsense:siRNA,!viste!at!den!største!reduktion!sås!ved!en!koncentration!
af!HLA:G:siRNA!på!10nM,!med!en!reduktion!til!38%.!De!øvrige!procentvise!ekspressioner!af!HLA:G!blev!
udregnet!til!66%!for!1nM!siRNA,!45%!for!5nM!siRNA!og!43%!for!100nM!siRNA.!Disse!tal!er!dog!ikke!
statistisk!understøttet,!da!MFI:værdien!for!isotypekontrollen!indgår!i!beregningen,!og!denne!blev!ikke!
bestemt!i!triplikat,!men!var!derimod!en!enkeltstående!prøve.!Reduktionen!i!HLA:G:proteinekspressionen!
på!JEG:3:celleoverfladen!blev!beregnet!ud!fra!følgende!formel:!
MFIHLA!G"siRNA −MFIIsotype
MFINonsense&siRNA −MFIIsotype ×!100!
!
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!
Figur'534:'Søjlehistogram'med'A)'gennemsnittet'af'MFI3værdierne'±'SD'og'angivelse'af'p3værdierne'for'de'forskellige'
sammenligninger'og'B)'den'procentvise'reduktion'af'ekspressionen'af'HLA3G'i'forhold'til'kontrol3siRNA.'
!
5.4 Diskussion%
Der!er!bred!enighed!om,!at!nedsat!ekspression!af!HLA:G!på!trofoblastceller!kan!være!associeret!med!
dysfunktion!i!placenta,!hvormed!risikoen!for!blandt!andet!præeklampsi!formentlig!øges!(Moreau,!2000).!
Det!er!i!tidligere!studier!vist,!at!nedreguleringen!af!HLA:G!i!trofoblastcellelinier!øger!cellernes!påvirkning!af!
cytotoksiner!udskilt!af!immunceller!(Chen,!Han,!Zhou,!Zou,!&!Zou,!2010).!Det!er!også!blevet!vist,!at!NK:
cellerne!påvirker!trofoblastcellernes!evne!til!invasion!af!decidua!(Hanna!J!et!al.,!2006).!Der!findes!dermed!
flere!resultater,!som!tyder!på,!at!HLA:G!interagerer!med!receptorer!på!immunceller,!og!at!denne!
interaktion!påvirker!trofoblastcellernes!biologiske!funktion!under!graviditet.!Sideløbende!med!forskning!af!
HLA:G’s!indvirkning!på!trofoblastceller!findes!der!flere!studier,!hvor!funktionen!af!HLA:G!udtrykt!på!
tumorceller!er!i!fokus.!Sammenligneligt!med!begivenheder!under!graviditet!undgår!tumorceller!de!
cytotoksiske!funktioner!af!immuncellerne,!hvormed!en!progression!af!tumoren!ikke!hæmmes!(Rouas:Freiss!
et!al.,!2014).!Dette!er!dog!primært!undersøgt!ved!solide!tumorer,!hvor!fundet!af!HLA:G!i!biopsier!sættes!i!
forbindelse!med!dårlig!prognose.!HLA:G!spiller!muligvis!en!anden,!og!mere!positiv!rolle,!ved!hæmatologiske!
malignitet,!hvor!man!ikke!har!observeret!samme!association!til!dårlig!prognose!(Rouas:Freiss!et!al.,!2014).!!
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Der!findes!mange!teorier!om!de!forskellige!betydninger!HLA:G!har!indenfor!både!graviditet!og!cancer.!Flere!
studier!understøtter!disse!teorier,!men!de!molekylære!baggrunde!for!interaktionen!mellem!HLA:G!og!de!
celler,!der!udtrykker!receptorer!for!HLA:G!er!endnu!ikke!undersøgt!til!bunds.!Hvilke!’pathways’!der!bliver!
aktiveret!af!HLA:G,!og!hvordan!de!påvirker!andre!cellers!funktioner!er!vigtigt!at!få!klarlagt,!for!at!kunne!
finde!frem!til!mulige!behandlingsstrategier!til!patienter!med!for!eksempel!hypo:ekspression!af!HLA:G,!der!
lider!af!præeklampsi.!En!måde!hvorpå!de!forskellige!funktioner!og!interaktioner!kan!undersøges!på,!er!ved!
at!nedregulere!udtrykket!af!HLA:G!på!en!cellekultur!og!efterfølgende!udføre!flere!undersøgelser,!enten!
direkte!på!den!pågældende!cellelinie,!eller!ved!at!dyrke!dem!sammen!med!celler,!der!udtrykker!HLA:G!
receptorer,!og!derefter!måle!på!funktionen!af!disse!celler.!
Det!er!i!flere!studier!vist,!at!man!med!siRNA!kan!nedregulere!udtrykket!af!HLA:G!på!JEG:3:celler.!Det!
aktuelle!studie!satte!sig!for!at!fremkomme!med!en!protokol!for!‘knockdown’!af!HLA:G!på!den!JEG:3:
cellelinie,!som!forefindes!på!Klinisk!Biokemisk!afdeling!på!Roskilde!Sygehus.!Vi!er!med!vores!resultater!nået!
frem!til!en!protokol,!der!fungerer,!men!det!kan!diskuteres,!hvorvidt!denne!protokol!kan!yderligere!
optimeres.!
5.4.1 Resultatet%af%siRNA%’knockdown’%på%JEGM3Mceller%
Ved!flowcytometri:målingen!fandt!vi,!at!isotypekontrollen!havde!en!MFI:værdi!på!462.!At!denne!værdi!ikke!
er!nul!er!udtryk!for!autofluorescens!stammende!fra!cellerne,!samt!uspecifik!binding!af!fluorescens:mærket!
isotype:antistof.!Et!resultat!af!vores!forsøg!med!‘knockdown’!af!HLA:G!med!en!MFI:værdi!omkring!500,!ville!
være!ensbetydende!med!100%!‘knockdown’!af!genet.!!
På!nogle!af!scatter:diagrammerne!fra!de!flowcytometriske!målinger,!kan!de!se!ud!som!om!der!findes!to!
cellepopulationer!i!prøverne.!Dette!kan!være!et!udtryk!for!at!flere!af!cellerne!er!døde!eller!døende.!Dette!
vil!være!problematisk!ved!en!flowcytometri:analyse,!da!man!ved!at!døende!celler!har!en!tendens!til!at!
optage!omgivelserne!uspecifikt.!Døende!celler!vil!dermed!binde!alt!hvad!der!er!i!prøven,!inklusiv!antistoffet,!
således!at!der!ses!et!uspecifikt!signal,!der!på!den!flowcytometriske!måling!fremstår!som!ekspression!af!
HLA:G!(O’Brien!&!Bolton,!1995).!Dermed!kan!signalet!af!HLA:G!være!et!falsk!positivt!udtryk!stammende!fra!
uspecifik!binding!af!antistoffet!af!døende!celler,!fremfor!et!reelt!udtryk!for!ekspressionen!af!HLA:G.!Dette!
problem!mener!vi!imidlertid!ikke!er!aktuelt,!idet!der!på!et!af!de!andre!indsatte!plots,!i!tilfælde!af!to!
separate!cellepopulationer,!ville!være!fremkommet!to!bånd!fremfor!et.!En!mulig!forklaring!på!de!
to!’clusters’!er,!at!der!i!prøven!findes!celler!af!forskellig!størrelse,!som!dermed!også!udtrykker!HLA:G!i!
forskellig!grad.!JEG:3:cellerne!er!udsået!fem!døgn!før!de!høstes,!og!dermed!vil!flere!af!cellerne!have!delt!sig!
i!forløbet.!Det!er!ikke!svært!at!forestille!sig,!at!en!celle!lige!før!deling!er!forholdsvis!stor,!mens!der!derefter!
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fremkommer!to!mindre!celler.!Vi!antager!derfor!at!den!observerede!opdeling!i!scatter:diagrammerne!blot!
er!et!udtryk!for!celler!i!forskelligt!stadie!og!dermed!af!forskellig!størrelse.!
Ved!aflæsningen!af!de!flowcytometriske!målinger!for!triplikatforsøget!synede!det!umiddelbart!som!om,!at!
niveauet!af!HLA:G!ikke!var!nedreguleret!i!lige!så!høj!grad!som!ved!det!indledende!forsøg.!I!første!omgang!
mistænkte!vi!,!at!det!kunne!skyldes!det!øgede!antal!af!celler!i!prøverne!i!triplikatforsøget,!sammenlignet!
med!det!indledende!forsøg!og!spekulerede!på,!om!den!tilsatte!mængde!af!antistof!ikke!havde!været!nok!til!
at!mætte!HLA:G!i!vores!Nonsense:!og!medieprøver.!Dette!mener!vi!dog!ikke!er!forklaringen,!men!nærmere!
at!flowcytometriapparatet!ved!det!indledende!forsøg,!blev!indstillet!efter!nogle!rutineparametre,!med!
diverse!kompenseringer,!hvormed!fluorescensen!for!HLA:G!i!triplikatforsøget!kom!til!at!ligge!anderledes!på!
grafen.!
Vi!udførte!vores!forsøg!med!to!negative!kontroller,!henholdsvis!Nonsense:siRNA!og!medie.!Resultatet!af!
MFI:værdierne!blev!ikke!helt!ens!for!de!to!typer!negative!kontroller,!hvilket!man!godt!kan!undre!sig!over.!I!
teorien!burde!der!ikke!være!nogen!forskel,!men!ved!statistisk!efteranalyse!viste!det!sig!også!at!den!
observerede!forskel!ikke!var!statistisk!signifikant,!og!dermed!kunne!vi!i!princippet!lave!vores!statistiske!
sammenligninger!for!prøverne!behandlet!med!HLA:G:siRNA!med!begge!af!de!negative!kontroller.!Man!kan!
diskutere!om!det!er!mest!korrekt!at!sammenholde!resultaterne!med!Nonsense:siRNA!eller!den!anden!
negative!kontrol,!hvor!der!kun!var!tilsat!medie,!og!der!findes!umiddelbart!eksempler!på!begge!dele!i!
litteraturen!(H.!Liu!et!al.,!2013;!X.!Liu!et!al.,!2013;!Wang!et!al.,!2013;!Wengenmayer!et!al.,!2004).!Vi!valgte!
at!benytte!Nonsense:siRNA!som!reference!for!sammenligning!med!prøverne!behandlet!med!HLA:G:siRNA.!
Dette!valg!bunder!blandt!andet!i!den!konsensus!der!er!i!de!fire!artikler!vi!brugte!som!primære!kilder!til!
vores!metode,!hvor!tre!ud!af!de!fire!(Wang!et!al.,!2013,!H.!Liu!et!al.,!2013!og!Wengenmayer!et!al.,!2004)!
forskningsgrupper!vælger!at!anvende!resultaterne!fra!Nonsense:siRNA!som!deres!sammenligningsgrundlag.!
Samtidig!kan!man!også!forsvare,!at!Nonsense!er!den!mest!korrekte!kontrol!at!anvende,!da!vi!fra!disse!
prøver!ser!resultatet!af!at!tilsætte!noget!siRNA!til!cellerne.!Rent!teoretisk!burde!Nonsense!siRNA!ikke!
interagere!med!vores!celler,!men!i!praksis!ved!vi!ikke!om!siRNA’et!i!sig!selv!kan!ændre!ekspressionen!af!
proteiner.!Vi!har!i!vores!forsøg!kun!anvendt!Nonsense!siRNA!ved!én!koncentration.!Slutkoncentrationen!på!
20nM!for!Nonsense!siRNA!ligger!inden!for!spektret!af!de!koncentrationer!vi!anvender!vores!HLA:G!siRNA!
ved.!Det!kan!dog!diskuteres!om!denne!ene!koncentration!er!tilstrækkelig,!eller!om!man!burde!have!udført!
forsøget!med!Nonsense!siRNA!i!de!tilsvarende!fire!koncentrationer!som!HLA:G!siRNA’et.!Havde!vi!valgt!
dette,!kunne!vi!sammenholde!resultaterne!for!de!respektive!HLA:G!siRNA!koncentrationer!med!de!
tilsvarende!for!Nonsense!siRNA,!hvilket!ville!gøre!påstanden!om!den!statistiske!forskel!i!værdierne!endnu!
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mere!valid.!Da!vi!ser!den!største!nedregulering!af!ekspressionen!af!HLA:G!ved!en!siRNA!koncentration!på!
10nM,!burde!den!koncentration!på!20nM!vi!har!benyttet!vores!Nonsense!siRNA!ved!dog!være!tilstrækkelig.!
Ved!statistisk!analyse!af!MFI:værdierne!for!JEG:3:cellerne!transfekteret!med!HLA:G:siRNA!og!Nonsense:
siRNA!ser!vi!en!tydelig!reduktion!i!ekspressionen!af!HLA:G!med!p:værdier,!der!alle!er!≤!0,05!(ratio!parret!t:
test).!Mest!overbevisende!er!cellerne!transfekteret!med!HLA:G:siRNA!i!en!koncentration!på!10nM,!hvor!p:
værdien!er!0,002.!Ser!man!på!den!procentvise!reduktion!af!ekspression!af!HLA:G,!blev!resultatet!for!denne!
prøve!behandlet!med!10nM!HLA:G:siRNA,!at!udtrykket!faldt!til!38%.!X.!Liu!et!al.!(2013),!der!anvender!
samme!sekvens!af!HLA:G:siRNA!produceret!af!GenePharma,!angiver!ikke!det!præcise!tal!for!den!
procentvise!reduktion!af!HLA:G,!de!finder,!men!ved!aflæsning!af!deres!søjlediagram,!ses!den!at!ligge!
omkring!40%.!X.!Liu!et!al.!(2013)!har!anvendt!deres!HLA:G!siRNA!i!en!koncentration!på!10nM,!hvilket!
stemmer!overens!med!den!koncentration,!hvorved!vi!observerer!de!bedste!resultater.!Den!primære!forskel!
på!den!protokol!vi!har!benyttet!til!transfektionsassayet!og!den!protokol!X.!Liu!et!al.!(2013)!har!benyttet!er!
tiden!efter!transfektion.!X.!Liu!et!al.!(2013)!høster!deres!celler!efter!48!timer,!mens!vi!lader!cellerne!stå!i!72!
timer.!Da!vi!ikke!umiddelbart!observerer!en!forskel!i!resultaterne!mellem!vores!transfektionsassay!og!X.!Liu!
et!al.!(2013)!,!synes!forskellen!på!de!48!timer!og!72!timer!ikke!at!have!haft!nogen!betydning!for!den!
målbare!ekspression!af!HLA:G.!!
H.!Liu!et!al.!(2013)!opnår!et!resultat,!hvor!ekspressionen!af!HLA:G!er!reduceret!med!92%.!De!benytter!en!
HLA:G!siRNA:sekvens!fra!Invitrogen,!men!angiver!ikke!præcis,!hvilken!sekvens!der!er!tale!om.!I!deres!
protokol!dyrkes!cellerne!i!en!12:brøndsbakke!og!transfekteres!med!siRNA!ved!en!konfluens!på!30%.!
Umiddelbart!burde!resultaterne!være!uafhængige!af!størrelsen!af!brønde,!som!cellerne!dyrkes!og!
behandles!i.!Det!vigtige!er!her,!at!man!opnår!en!cellemængde,!der!er!stor!nok!til!at!give!utvetydige!
resultater!ved!den!efterfølgende!metode,!man!anvender!til!påvisning!af!effekten!af!transfektionsassayet.!
Ved!vores!forsøg!opnåede!cellerne!en!konfluens!på!50:70%!før!transfektionen,!og!man!kan!derfor!godt!
diskutere!om!denne!konfluens!har!haft!betydning!for!resultaterne.!Den!risiko!man!umiddelbart!løber!ved,!
at!konfluensen!bliver!for!høj!er,!at!cellerne!før!høst!vokser!så!tæt,!at!de!begynder!at!dø.!Som!tidligere!
beskrevet!kan!døde!eller!døende!celler!give!nogle!falske!positive!resultater,!idet!fluorescensen!fra!dem!vil!
være!højere!end!det!faktiske!niveau!af!det!pågældende!protein!man!ønsker!at!påvise.!Da!vi!høstede!vores!
celler!efter!72!timer,!udførte!vi!en!celletælling!på!en!NucleoCounter®NC:200TM!der!også!angiver!
procentdelen!af!levende!celler.!Denne!angav!en!levedygtighed!på!mellem!90%!og!98%!for!de!respektive!
prøver.!Desuden!blev!der!ved!mikroskopi:analyse!af!cellerne,!umiddelbart!før!høst,!ikke!observeret!et!
nævneværdigt!stort!antal!døde!celler!i!mediet.!Man!kan!diskutere!om!forskellen!på!konfluensen!af!vores!
celler!sammenlignet!med!forsøget!udført!af!H.!Liu!et!al.!(2013)!har!haft!nogen!betydning,!men!umiddelbart!
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ville!vi!teoretisk!set!have!opnået!et!bedre,!om!end!falsk!negativt,!resultat!på!vores!flowcytometriske!måling!
af!ekspressionen!af!HLA:G.!H.!Liu!et!al.!(2013)!transfekterer!deres!celler!med!HLA:G:siRNA!i!6!timer,!hvor!vi!
i!vores!forsøg!behandler!cellerne!i!5!timer.!H.!Liu!et!al.!(2013)!lader!derefter,!ligesom!os,!deres!celler!
inkubere!i!yderligere!72!timer!før!høst.!Man!kan!derfor!diskutere!om!denne!ekstra!times!
transfektionsbehandling!er!afgørende!for!deres!resultat!med!92%!‘knockdown’!af!ekspressionen!af!HLA:G.!
Wengenmayer!et!al.!(2004)!transfekterer!deres!celler!i!4!timer,!mens!Wang!et!al.!ikke!angiver,!hvor!længe!
de!transfekterer!deres!celler.!Hverken!Wengenmayer!et!al.!(2004)!eller!Wang!et!al.!(2013)!angiver!den!
procentvise!reduktion!af!ekspressionen!af!HLA:G,!og!det!er!derfor!svært!at!diskutere!ud!fra!dette,!hvor!stor!
en!betydning!transfektionstiden!har!haft!for!de!respektive!forsøg.!Man!kan!diskutere!om!det!er!den!
specifikke!sekvens!H.!Liu!et!al.!(2013)!anvender,!der!giver!dem!så!overbevisende!et!resultat!på!‘knockdown’!
af!HLA:G!på!JEG:3:celler,!eller!om!det!er!kombinationen!af!sekvensen!i!samspil!med!de!andre!parametre!i!
deres!metode,!der!er!årsag!til!deres!succesfulde!‘knockdown’!af!HLA:G.!En!tredje!mulighed!er!cellelinien,!
der!anvendes!til!forsøgene.!Til!trods!for!at!alle!de!nævnte!forskningsgrupper,!ligesom!os,!anvender!en!JEG:
3:cellelinie!til!forsøgene,!så!ved!vi!ikke!med!sikkerhed!om!disse!cellelinier!er!helt!identiske!og!dermed!vil!
reagerer!ens!i!samme!forsøgsopsætninger.!
5.4.2 Optimering%af%metode%til%’knockdown’%
Eksperimentet!indeholdt!optimering!på!koncentrationen!af!siRNA!til!‘knockdown’!af!HLA:G.!Optimeringen!
af!‘knockdown’:metoden!vi!har!foretaget!er!relevant,!idet!‘knockdown’!udføres!på!den!JEG:3:cellelinie!
Klinisk!Biokemisk!afdeling!bruger.!Man!må!formode,!at!andre!cellelinier,!der!udtrykker!HLA:G,!eller!samme!
cellelinie!leveret!i!en!anden!passage!opfører!sig!på!samme!måde,!og!at!optimeringen!vil!være!
repræsentativ!som!en!generel!metode.!Dog!er!optimeringen!af!koncentrationen!gældende!for!nøjagtigt!
den!sekvens!af!siRNA,!der!er!fremstillet!hos!GenePharma.!
Ved!udførelse!af!RNAi!er!der!mange!parametre,!som!kan!optimeres!for!at!metoden!forløber!optimalt.!Som!
tidligere!beskrevet!kan!der!optimeres!på!faktorer!såsom!valget!af!reagens.!Firmaets!anbefaling!er!at!teste!
fire!forskellige!koncentrationer!af!Lipofectamine,!mellem!5!og!12,5μL!per!brønd,!inden!forsøgets!start!
(“Lipofectamine!2000!Transfection!Reagent!:!Thermo!Fisher!Scientific,”!n.d.).!H.!Liu!et!al.!(2013)!og!Wang!et!
al.!(2013)!angiver!at!de!har!anvendt!Lipofectamine!”efter!firmaets!anbefalinger”.!De!har!dog!ikke!
præciseret!hvilken!mængde!i!spektret!fra!5!til!12,5uL!per!brønd!de!valgt.!Vi!valgte!derfor,!som!tidligere!
nævnt,!at!følge!protokollen!fra!X.!Liu!et!al.!(2013),!da!mængden!af!Lipofectamine!her!var!anført.!I!vores!
forsøg!anvendte!vi!altså!5μL!Lipofectamine!2000!per!brønd!for!at!fremstille!huller!til!indføring!af!siRNA!i!
cellerne.!Havde!vi!valgt!at!anvende!en!større!mængde,!kunne!man!forestille!sig,!at!i!takt!med!antallet!af!
huller,!steg!antallet!af!siRNA,!som!blev!indført!i!cellerne!og!derfor!større!‘knockdown’!i!sidste!ende.!Modsat!
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kunne!man!forestille!sig,!at!anvender!man!en!for!stor!mængde!Lipofectamine,!dør!cellerne!af!for!mange!
huller.!I!forhold!til!anbefalingerne!valgte!vi!derfor!den!laveste!koncentration,!men!stadig!indenfor!spektret!
af!det!anbefalede.!Af!tidsmæssige!årsager!opstillede!vi!ikke!de!ovennævnte!koncentrationer,!men!havde!vi!
gjort!dette!før!behandling!af!cellerne,!kunne!vi!muligvis!have!optimeret!mængden,!og!dermed!effekten!af!
siRNA’et.!
En!anden!metode!til!perforering!af!cellerne!er!elektroporese.!Ved!denne!metode!anvendes!elektriske!
impulser!til!at!perforere!cellemembranen.!Dette!tillader!siRNA!at!gennemtrænge!og!komme!ind!i!cellen.!Til!
sidst!lukkes!hullerne!i!cellerne!igen,!med!siRNA!efterladt!inde!i!cellen.!En!sammenligning!af!de!to!metoder!
til!perforering!af!cellemembranen!kunne!muligvis!optimere!nedreguleringen!af!ekspressionen!af!HLA:G.!
Til!forsøget!kunne!vi!have!valgt!at!medtage!en!ekstra!kontrol,!der!kan!forstærke!påstanden!om,!at!vi!har!
lavet!et!‘knockdown’!på!HLA:G!og!ikke!på!andre!proteiner!på!overfladen!af!cellerne.!Denne!kontrol!kunne!
for!eksempel!være!antistof!rettet!mod!Insulin:like!growth!factor!1!(IGF:1).!Ved!detektion!af!
overfladeproteiner!på!cellerne!ved!hjælp!af!flowcytometri!ville!ekspressionen!af!dette!protein!være!
uændret,!på!trods!af!at!HLA:G!ville!være!nedreguleret.!Idet!man!foretager!en!nedregulering!af!et!bestemt!
gen!kan!man!ikke!vide!sig!sikker!på,!hvorvidt!man!udelukkende!har!nedreguleret!HLA:G!eller!om!man!
samtidig!har!nedreguleret!andre!proteiner!også.!En!test!af!ekspressionen!af!IGF:1!ville!understøtte!
validiteten!af!vores!påstand!om,!at!det!anvendte!siRNA!kun!nedsætter!ekspressionen!af!HLA:G.!Men!i!
praksis!ville!en!sådan!test!kun!bevise!at!ekspressionen!af!IGF:1!er!uændret,!og!i!princippet!betyder!det!ikke!
at!det!samme!gør!sig!gældende!for!alle!andre!proteiner!end!HLA:G.!
Designet!af!selve!de!syntetisk!fremstillede!siRNA!antager!vi!spiller!en!stor!rolle!for!et!succesfuld!
‘knockdown’!af!HLA:G.!Bindingsstedet!er!med!vores!sekvens!i!exon!5/6,!men!havde!vi!valgt!et!andet!
bindingssted!til!siRNA!kunne!vi!muligvis!have!fået!helt!andre!resultater,!alt!efter!hvor!godt!sekvensen!
binder!specifikt!til!mål:RNA.!Et!vigtigt!kriterium,!vi!kan!argumentere!for,!er!at!exon:sekvensen,!siRNA’et!er!
designet!til!at!binde,!bør!være!repræsenteret!i!alle!de!isoformer!af!HLA:G!som!man!ønsker!skal!
nedreguleres.!
Kigger!vi!mere!specifikt!på!sekvenserne,!er!det!siRNA!vi!anvender!25!nukleotider!(nt)!i!længde.!Elbashir!et!al.!
(2001)!redegør!for!at!have!anvendt!sekvenser,!der!er!23!nt!i!længde!og!argumenterer!herfor.!
Wengenmayer!et!al.!(2004)!mener,!at!21!nt!i!længde!er!det!optimale!at!anvende!til!eksperimenter,!men!at!
dette!aldrig!er!en!garanti!for,!at!eksperimentet!i!laboratoriet!forløber!som!det!skal.!Indholdet!af!nuklotider!i!
sekvenserne!kan!samtidig!have!indflydelse!på,!hvorvidt!der!opnås!et!‘knockdown’.!Producenten!
ThermoFisher!påpeger,!at!når!man!designer!sine!siRNA:sekvenser,!bør!der!så!vidt!muligt!tages!hensyn!til,!at!
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der!skal!være!50:70%!indhold!af!G/C.!Dette!skulle!øge!aktiviteten!af!sekvensen!i!forhold!til!sekvenser!med!
højere!G/C:indhold!(“siRNA!Design!Guidelines!|!Technical!Bulletin!#506,”!n.d.).!Indholdet!af!G/C!i!det!siRNA!
vi!anvender!er!60%,!og!holder!sig!derfor!indenfor!firmaets!anbefalinger.!X.!Liu!et!al.!(2013)!sammenligner,!
som!tidligere!nævnt!to!sekvenser,!hvor!de!begge!har!et!G/C:indhold!på!60%.!Hvorvidt!X.!Liu!et!al.!(2013)!
bevidst!har!valgt!dette!forhold!af!G/C!og!A/U!i!de!fremstillede!sekvenser!vides!ikke,!men!ville!man!optimere!
på!sekvenserne!kunne!dette!være!en!retningslinie!herfor.!
5.4.3 Anvendelse%af%’knockdown’%
Det!er!interessant!at!spekulere!i,!hvad!en!klarlægning!af!de!funktioner!og!interaktioner!HLA:G!er!involveret!
i,!kan!bruges!til!i!behandlingsøjemed.!Vi!ved!at!ekspressionen!af!HLA:G!er!øget!ved!flere!patogene!tilstande!
og!associeres!med!dårlig!prognose!af!solide!tumorer.!Man!kan!derfor!diskutere!hvorvidt!‘knockdown’!af!
HLA:G!in'vivo!kan!være!en!mulig!behandlingsstrategi.!Rouss:Freiss!et!al.!(2014)!konkluderer!i!deres!
reviewartikel!The'Dual'Role'of'HLA3G'in'Cancer,!at!blokering!af!ekspressionen!og!funktionen!af!HLA:G!bør!
overvejes!som!et!muligt!mål!for!antitumor!terapi.!Den!systemiske!effekt!af!et!HLA:G!‘knockdown’!in'vivo!er!
os!bekendt!ikke!endnu!undersøgt.!Inden!man!kan!afprøve!metoden!på!mennesker,!bør!den!selvfølgelig!
testes!på!en!dyremodel!som!for!eksempel!mus.!Selvom!de!systemiske!effekter!af!et!HLA:G!‘knockdown’!in'
vivo!endnu!ikke!kendes,!kan!man!godt!diskutere!hvorvidt!dette!er!en!realistisk!metode!til!antitumor!terapi.!
Et!‘knockdown’!vil!måske!nok!gøre!tumorcellerne!“såbare”!overfor!de!cytotoksiske!funktioner!af!
immuncellerne,!hvormed!prognosen!bedres!for!cancerpatienten.!Men!hvad!vil!der!ske!med!de!ikke:
patogene!celler,!der!udtrykker!HLA:G,!og!findes!i!de!såkaldte!“immunpriviligerede”!områder!af!kroppen?!Et!
af!de!steder!i!kroppen!hvor!vi!normalt!har!celler!der!udtrykker!HLA:G!er!pancreas.!Man!kan!diskutere!om!
ikke!et!systemisk!‘knockdown’!af!HLA:G!kan!medføre!nogle!meget!alvorlige!bivirkninger,!såfremt!de!
pancreatiske!celler!også!gøres!“såbare”!overfor!immunsystemets!cytotoksiner.!Disse!bivirkninger!kunne!
måske!indebære!at!patienten!udviklede!diabetes!på!grund!af!nedregulering!af!ekspressionen!af!HLA:G.!
Man!kan!så!selvfølgelig!diskutere!hvorvidt!diabetes!er!at!foretrække!frem!for!udsigten!til!at!dø!af!en!
cancersygdom,!men!udover!pancreas!findes!der!også!andre!immunpriviligerede!område,!hvor!man!kan!
spekulere!i!eventuelle!alvorlige!bivirkninger!af!et!systemisk!HLA:G!‘knockdown’.!Et!af!de!områder!er!cornea.!
Man!kan!forestille!sig!at!et!systemisk!‘knockdown’!af!HLA:G,!derfor!vil!kunne!medføre!en!meget!alvorlig!
bivirkning,!i!form!af!tab!af!synssansen,!såfremt!cellerne!i!cornea!får!nedreguleret!deres!ekspression!af!HLA:
G.!Det!er!dog!diskutabelt!om!netop!denne!bivirkning!er!en!reel!risiko,!da!blodforsyningen!til!cornea!er!
forholdsvis!sparsom,!og!HLA:G!siRNA’et!derfor!nok!ikke!vil!blive!transporteret!til!dette!område.!Et!tredje!af!
de!immunpriviligerede!områder!er!thymus.!Thymuskirtlen!er!involveret!i!en!række!af!funktioner!som!blandt!
andet!hormonproduktion!og!udvikling!og!modning!af!T:celler.!Listen!over!bivirkninger!man!kan!spekulere!i!
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vil!afstedkomme,!såfremt!man!nedregulerer!HLA:G!ekspressionen!i!thymus!er!lang,!men!som!ved!de!
ovennævnte!er!det!spekulative!teorier,!der!endnu!ikke!er!undersøgt.!
Hvor!en!høj!ekspression!af!HLA:G!kan!være!problematisk!ved!solide!tumorer,!er!det!ved!
graviditetskomplikationer,!som!præeklampsi,!manglen!på!ekspression!af!HLA:G!der!er!problemet.!Man!kan!
derfor,!modsat!‘knockdown’!af!HLA:G,!forestille!sig!at!en!metode!hvor!ekspressionen!af!HLA:G!kan!øges,!
kan!være!en!mulig!behandlingsstrategi!for!præeklampsi.!!
Yie!et!al.!(2006)!har!i!in'vitro!forsøg!påvist!at!behandling!med!progesteron!gør!det!er!muligt!at!øge!
ekspressionen!af!HLA:G.!Disse!in'vitro!forsøg!er!udført!på!både!Jeg:3:celler!fra!choriocarcinom!og!på!
humane!trofoblastceller!fra!første!trimester!gravide!kvinder.!Yie!et!al.!(2006)!fandt!at!ekspressionen!af!HLA:
G!på!både!mRNA!og!proteinniveau!var!dosisafhængig!og!cellerne!nåede!deres!maksimale!produktion!af!
HLA:G!efter!fire!timers!behandling.!Man!ved!at!progesteronniveauet!stiger!under!graviditet!og!forsøgene!
udført!af!Yie!et!al.!(2006)!tyder!på!at!progesteron!spiller!en!rolle!ekspressionen!af!HLA:G!under!graviditet.!
Man!kan!derfor!diskutere!hvorvidt!en!mulig!behandlingsstrategi!for!hypoekspression!af!HLA:G,!i!forbindelse!
med!graviditet,!kan!være!tilførelse!af!progesteron.!En!anden!behandlingsstrategi,!frem!for!direkte!at!øge!
udtrykket!af!HLA:G,!kan!være!at!finde!frem!til!de!proteiner!HLA:G!interagerer!med.!X.!Liu!et!al.!(2013)!har!i!
deres!studie!vist!at!HLA:G!er!involveret!i!aktivering!af!STAT:3.!De!foreslår!derfor!en!behandlingsstrategi,!
med!et!medikament!der!aktiverer!STAT:3,!i!tilfælde!af!hypoekspression!af!HLA:G.!
Hvilke!celler!og!proteiner!der!interagerer!med!HLA:G!er!et!komplekst!spørgsmål.!Det!vil!formentlig!kræve!
mange!års!forskning!før!dette!spørgsmål!besvares.!
5.5 Konklusion%
Ud!fra!den!aktuelle!undersøgelse!har!vi!vist,!at!siRNA!kan!anvendes!til!‘knockdown’!af!ekspressionen!af!
HLA:G!ved!at!perforere!JEG:3:cellerne!med!Lipofectamine!og!transfektere!dem!med!siRNA!rettet!mod!exon!
5/6!på!HLA:G:genet.!Den!i!Appendiks!C!beskrevne!metode!til!‘knockdown’!af!HLA:G!er!vist!at!være!mest!
virksomt!til!nedregulering!af!ekspressionen!af!HLA:G,!når!den!benyttede!sekvens!af!HLA:G!siRNA!anvendes!i!
en!slutkoncentration!på!10nM.!Ved!denne!koncentration!opnås!en!nedregulering!af!den!procentvise!
ekspression!af!HLA:G!til!38%!på!den!JEG:3!cellelinie,!der!anvendes!på!Klinisk!Biokemisk!afdeling!på!Roskilde!
Sygehus. 
I!det!pågældende!studie!testede!vi!betydningen!af!koncentrationen!af!det!anvendte!siRNA!for!
nedreguleringen!af!ekspressionen!af!HLA:G.!Vi!fandt!at!den!anvendte!sekvens!af!siRNA!var!virksomt!
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indenfor!det,!af!producenten!anbefalede,!spektre!af!koncentrationer!på!1:100nM.!Vi!observerede!at!
koncentrationen!af!det!anvendte!siRNA!havde!minimal!betydning!for!den!procentvise!ekspression!af!HLA:G,!
i!spektret!fra!5nM!til!100nM,!hvor!resultatet!spændte!fra!38%!til!45%.!Ved!sammenligning!af!resultatet!fra!
dette!studie!med,!andre!studier!beskrevet!i!litteraturen,!finder!vi,!at!den!specifikke!sekvens!af!siRNA!rettet!
mod!HLA:G,!sandsynligvis!har!stor!betydning!for!den!procentvise!ekspression!af!HLA:G!efter!‘knockdown’.!
Grundet!logistiske!problemer,!med!levering!af!yderligere!en!sekvens!siRNA,!havde!vi!dog!ikke!mulighed!for!
selv!at!påvise!dette. 
Det!er!første!gang!at!et!‘knockdown’!af!HLA:G!er!udført!på!JEG:3:cellelinien!på!Klinisk!Biokemisk!afdeling!på!
Roskilde!Sygehus,!og!metoden!åbner!mulighed!for!i!fremtidige!studier,!at!undersøge!og!sammenligne!
celler,!der!udtrykker!HLA:G!med!tilsvarende!celler!hvis!ekspression!af!HLA:G!er!reduceret.!Således!kan!
induktion!eller!hæmning!af!funktioner!på!både!HLA:G+!celler!samt!for!eksempel!interagerende!immunceller!
med!HLA:G!receptorer!undersøges.!  
 
! !
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6 Perspektivering%
6.1.1 Fremtidige%funktionelle%forsøg%
HLA:G!‘knockdown’!metoden!beskrevet!i!Appendiks!C!vil!være!et!brugbart!redskab!for!den!fremtidige!
forskning!i!HLA:G’s!effekter!og!funktioner.!In'vitro!kan!metoden!anvendes!til!‘knockdown’!af!ekspressionen!
af!HLA:G!på!Jeg:3:celler,!samt!andre!cellelinier,!der!udtrykker!HLA:G,!det!værende!andre!
trofoblastcellelinier!eller!cancercellelinier.!Dyrkes!disse!HLA:G!‘knockdown’!celler!i!en!co:kultur!sammen!
med!immunologiske!celler!der!udtrykker!HLA:G!receptorer,!vil!det!være!muligt!at!undersøge!de!
beskyttende!effekter!HLA:G!har!mod!for!eksempel!cytotoksiske!T:celler!og!NK:celler.!Ydermere!kan!
induktion!eller!hæmning!af!andre!funktioner!på!både!de!HLA:G+!celler!samt!de!interagerende!immunceller!
med!HLA:G!receptorer!undersøges.!!
‘Knockdown’:metoden!kan!som!nævnt!anvendes!til!at!undersøge!de!forskellige!funktioner!af!de!HLA:G+:
celler!samt!celle:celle!interaktioner.!X.!Liu!et!al.!(2013)!har!beskrevet!et!forsøg!hvor!de!i!en!JEG:3:
cellepopulation!nedsætter!ekspressionen!af!HLA:G!og!derefter!måler!på!niveauet!af!henholdsvis!aktiveret!
og!totalt!STAT3.!Her!finder!de!at!aktiveret!STAT3!er!reduceret!i!de!Jeg:3:celler!hvor!der!er!udført!et!
‘knockdown’!af!ekspressionen!af!HLA:G.!Hermed!påviser!de!at!nedsat!ekspression!af!HLA:G!hæmmer!
aktiveringen!af!STAT3!–!altså!er!HLA:G!nødvendig!for!aktivering!af!STAT3.!På!samme!vis!kan!tilsvarende!
forsøg!designes!til!at!påvise!HLA:G’s!involvering,!eller!mangel!på!samme,!i!aktiveringen!af!andre!proteiner.!
Dette!kan!også!være!proteiner!der!findes!på!andre!celler,!hvor!HLA:G!ikke!udtrykkes,!men!som!har!en!
receptor!for!HLA:G.!
HLA:G:‘knockdown’:cellerne!vil!også!kunne!anvendes!til!fremtidige!in'vivo!forsøg.!‘Knockdown’:cellerne!kan!
injiceres!eller!transplanteres!ind!i!en!dyremodel,!som!for!eksempel!en!mus,!hvorved!den!systemiske!effekt!
af!tab!af!HLA:G!kan!undersøges.!!!
‘Knockdown’:metoden!er!ikke!kan!også!anvendes!på!andre!gener!end!HLA:G.!HLA:E!og!HLA:F,!som!også!
tilhører!de!non:klassiske!HLA!klasse:Ib:proteiner,!nævnes!i!flere!artikler!at!have!en!forbindelse!med!HLA:G!i!
forhold!til!præeklampsi!(Dahl!&!Hviid,!2012;!Shobu!et!al.,!2006).!Det!kunne!derfor!være!interessant!at!
udføre!‘knockdown’!på!disse!gener!også,!for!at!undersøge!deres!funktioner!og!interaktioner!med!HLA:G.!
6.1.2 Undersøgelse%af%funktionen%af%HLAMG%isoformer%
‘Knockdown’:metoden!kan!også!anvendes!til!at!undersøges!funktionen!af!de!specifikke!isoformer!af!HLA:G.!
Vi!har!i!vores!forsøg!anvendt!et!siRNA,!der!er!rettet!mod!exon!5/6,!og!dermed!bør!ramme!alle!de!
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membranbundne!isoformer!af!HLA:G!(G1:G4).!Fremtidige!‘knockdown’:forsøg!kunne!udføres!med!siRNA!
rettet!mod!en!sekvens,!der!er!specifik!for!kun!én!af!isoformerne.!Hermed!kunne!de!føromtalte!funktionelle!
undersøgelser!specificeres!til!hvilken!isoform!af!HLA:G,!der!er!involveret!i!de!forskellige!interaktioner.!Det!
kunne!for!eksempel!være!interessant,!at!finde!ud!af!hvorvidt!de!opløselige!HLA:G:proteiner!(G5:G7)!har!
andre!funktioner!end!de!membranbundne.!Såfremt!der!skal!undersøges!for!funktionen!af!de!opløselige!
isoformer!af!HLA:G,!opsamles!mediet!efter!transfektion!og!indholdet!i!dette!analyseres.!!
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